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Effect van de coronacrisis op mijn masterthesis 

De coronacrisis had in mindere mate een invloed op mijn masterthesis, doordat er reeds 

meerdere experimenten uitgevoerd waren. Maar het heeft er wel voor gezorgd dat nog enkele 

geplande experimenten van mijn masterthesis niet hebben kunnen doorgaan. Een eerste 

experiment dat gepland stond, had als doel meer inzicht te krijgen in waarom de GFP-

expressie niet zo betrouwbaar was. Hierbij zou de halfwaardetijd van het GFP-eiwit bepaald 

worden. Hiertoe zou chlooramfenicol, een antibioticum dat de synthese van eiwitten blokkeert, 

toegevoegd worden aan een V. campbellii cultuur. Op basis van de afname in fluorescentie 

over de tijd zou de halfwaardetijd van het eiwit bepaald worden. 

Een tweede experiment dat gepland stond om uit te voeren, was om verder onderzoek te doen 

naar de invloed van spatiale organisatie van de nutriënten. De invloed op het invasiepotentieel 

van verschillende types voeding (i.e. partikels van verschillende grootte ten opzichte van 

vloeibare voeding) zou nagegaan worden. De invader V. campbellii is motiel en kan biofilms 

vormen. Deze eigenschappen zouden ervoor kunnen zorgen dat V. campbellii de partikels en 

dus ook de nutriënten kan koloniseren. Dit experiment zou uitgevoerd worden met partikels 

van verschillende grootte en vloeibare nutriënten ter controle. Op die manier zou er niet enkel 

informatie verkregen worden over het verschil tussen partikels en vloeibaar medium, maar ook 

over het belang van de grootte van de partikels. 

Deze preambule werd in overleg tussen de student en de promotor opgesteld en door beiden 

goedgekeurd. 

 



 

 

Abstract 

Aquacultuur is de snelst groeiende voedselproducerende sector ter wereld. De frequente 

uitbraken van ziektes vormen echter een grote bedreiging voor de verdere duurzame 

uitbreiding van de sector. Vibrio spp. zijn één van de belangrijkste bacteriële pathogenen die 

dergelijke ziektes veroorzaken. Antibiotica wordt veelvuldig gebruikt als een methode om deze 

bacteriële ziektes onder controle te houden, maar dit leidt tot de ontwikkeling van 

antibioticaresistentie. De nood aan alternatieve microbiële managementtechnieken is hoog. In 

deze masterthesis werd het invasiepotentieel van een model-invader, Vibrio campbellii, 

gekwantificeerd in relatie tot typische aquacultuurpraktijken zoals de frequente toediening van 

voeding.  

In een eerste experiment werd het modelsysteem, waarbij de GFP-expressie van de invader 

gebruikt werd om de invasie in een microbiële gemeenschap te kwantificeren, gevalideerd. 

Daarbij werd vastgesteld dat de GFP-expressie niet stabiel en betrouwbaar is over de tijd en 

over de verschillende media. Het verlies van GFP-expressie is afhankelijk van de 

nutriëntenconcentratie die aanwezig is in het medium. De timing over de groeicurve van V. 

campbellii en de aanwezigheid van een autochtone microbiële gemeenschap had ook een 

negatieve invloed op de GFP-expressie.  

Een tweede experiment werd uitgevoerd om de invloed van de timing van invasie na de 

toediening van nutriëntenpulsen te bepalen. De timing van invasie na toevoeging van een 

nutriëntenpuls aan de autochtone gemeenschap had een grote invloed op het 

invasiepotentieel van de invader. Hoe eerder de invader werd toegevoegd na de 

nutriëntenpuls, hoe sterker de invader uitgroeide in absolute en relatieve abundantie. Parallel 

naast dit experiment werd de invloed van de invader fysiologie bepaald. Hiertoe werd een 

invader die actief groeide net voor de invasie vergeleken met een invader die in stationaire 

fase was. Hier werd bevonden dat de fysiologie een grote invloed heeft op het 

invasiepotentieel. De invader die actief groeide op het moment van invasie bereikte steeds 

hogere absolute en relatieve abundanties in vergelijking met de stationaire invader.  

Als laatste experiment werd onderzocht wat de invloed was van het herhaaldelijk toedienen 

van nutriëntenpulsen aan een autochtone gemeenschap voor de invasie. Hieruit kon 

geconcludeerd worden dat deze herhaaldelijke nutriëntenpulsen voor de invasie de 

gemeenschap meer resistent maakten tegen de invasie.  

Dit onderzoek toont aan dat het toedienen van voeding en de timing ervan in relatie tot de 

timing van invasie een belangrijke rol kan spelen in het invasiesucces van pathogene bacteriën 

in de aquacultuur en geeft belangrijke inzichten voor de ontwikkeling van effectieve microbiële 

managementstrategieën. 

Kernwoorden: Invasie, aquacultuur, microbiële gemeenschap, Vibrio, GFP-expressie 

  



 

 

Abstract 

Aquaculture is the fastest growing food producing sector in the world. However, the frequent 

outbreaks of diseases are a major threat to the further sustainable expansion of the sector. 

Vibrio spp. are one of the major bacterial pathogens that cause such diseases. Antibiotics are 

widely used as a method to control these bacterial diseases, but this leads to the development 

of antibiotic resistance. The need for alternative microbial management techniques is high. In 

this master thesis, the invasion potential of a model-invader, Vibrio campbellii, was quantified 

in relation to typical aquaculture practices such as frequent feeding. 

In a first experiment the model system, using the invader’s GFP-expression to quantify the 

invasion into a microbial community, was validated. From these experiments, it was concluded 

that the GFP-expression is not stable and reliable over time and across the different media. 

The loss of GFP-expression is dependent on the nutrient concentration present in the medium. 

The timing of the growth curve of V. campbellii and the presence of a native microbial 

community also negatively impacted the GFP-expression. 

In a second experiment the influence of the timing of an invasion after the addition of a nutrient 

pulse was investigated. The timing had a significant impact on the invasion potential. The 

earlier the invader was added after the nutrient pulse, the higher the absolute and relative 

abundances were reached in the resident community. In parallel to this experiment, the 

influence of the invader physiology was determined. Hereby an invader that was actively 

growing just before the invasion was compared to an invader that was in a stationary phase. 

Here it was found that physiology has a major influence on the invasion potential. The invader 

that was actively growing at the time of invasion reached higher absolute and relative 

abundances compared to the stationary invader. 

As a last experiment, the influence of the repeated addition of nutrient pulses to a native 

community before the invasion was investigated. From this it could be concluded that repeated 

nutrient pulses before the invasion event made the community more resistant to the invasion. 

This research demonstrates that addition of feed and its timing relative to the timing of the 

invasion can play an important role in the invasion success of pathogenic bacteria in 

aquaculture, and therefore provides important insights for the development of effective 

microbial management strategies. 

Keywords: Invasion, aquaculture, microbial community, Vibrio, GFP-expression 
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Inleiding 

Aquacultuur is een voedselproducerende sector die wereldwijd niet meer weg te denken is. 

De toenemende wereldbevolking, de klimaatveranderingen en de steeds stijgende vraag naar 

voedsel zorgen ervoor dat deze sector de snelst groeiende voedselproducerende industrie ter 

wereld is (Pridgeon & Klesius, 2012). De teelt van vis- en schaaldieren in zoetwater en mariene 

systemen groeide tussen 1990 en 2010 jaarlijks met 7.8 % wereldwijd (Troell et al., 2014). Vis 

en visafgeleide producten zijn belangrijke handelswaren en zijn goed voor 17 % van de dierlijk 

afgeleide consumptie wereldwijd. Visproducten zijn één van de meest verhandelde 

voedselproducten in de wereldeconomie, met een waarde van 129 miljard dollar in 2012. Meer 

dan drie miljard mensen halen één-vijfde of meer van hun dierlijke proteïnes uit vis (Troell et 

al., 2014). Uit deze cijfers blijkt dat de aquacultuur een grote rol speelt in het voeden van de 

snelgroeiende wereldbevolking en dit zal alleen maar stijgen in de toekomst.  

Eén groot probleem waar deze industrie mee te kampen heeft, is de frequente uitbraak van 

ziektes (Figuur 1). Dit zorgt niet alleen voor grote economische verliezen, maar is ook een 

struikelblok voor de verdere ontwikkeling en groei van deze industrie. Elk jaar bedragen de 

economische verliezen door ziektes ongeveer drie miljard US dollar (Soumya Haldar, 2012).  

 

Figuur 1: Jaarlijkse garnalenproductie in Thailand van 1978 tot 2014, met aanduiding van de uitbraak van de 
belangrijkste ziektes (YHV: Yellow head virus, WSSV: White spot syndrome virus, MSGS: monodon slow growth 
syndrome, EMS: Early mortality syndrome, AHPND: Acute hepatopancreatic necrosis disease) (Mohamed et al., 
2016). 

Bacteriën (vooral Vibrio spp.) zijn één van de belangrijkste pathogenen die deze ziektes 

veroorzaken, naast fungi, virussen en parasieten (Pridgeon et al., 2012). Door de typische 
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hoge densiteit van de aquacultuurorganismen in grootschalige producties, kunnen pathogenen 

zich zeer snel verspreiden in het water, wat zorgt voor een snelle uitbraak van ziektes 

(Sommerset et al., 2005).  

Een veelgebruikte manier om bacteriële ziektes onder controle te houden, is het gebruik van 

antibiotica. Deze worden niet enkel gebruikt om ziektes te behandelen, maar meer en meer 

ook voor de preventie ervan. Deze aanpak heeft de snelle groei van de aquacultuurindustrie 

ondersteund (Cabello et al., 2013) en is op korte termijn winstgevend omdat het economische 

verliezen voorkomt, maar leidt uiteindelijk tot grote problemen (Christensen et al., 2006). Het 

gebruik van antibiotica heeft namelijk de ontwikkeling van antibioticaresistentie in de hand 

gewerkt (Pridgeon et al., 2012). Het overmatig gebruik ervan, inclusief antibiotica die belangrijk 

zijn in menselijke therapeutica, heeft niet enkel een negatieve impact op de aquacultuursector 

zelf, maar ook op de algemene gezondheid van mens en dier (Cabello et al., 2013). Een 

voorbeeld van de ontwikkeling van antibioticaresistentie werd aangetoond in een studie van 

Karunasagar et al. (1994). Hierbij werden de massale sterfte gevallen in larven van 

tijgergarnalen (Penaeus monodon) veroorzaakt door Vibrio Harveryi stammen die resistentie 

ontwikkeld hadden tegen meerdere antibiotica die gebruikt werden in de kwekerijen. Het 

ontstaan van antibioticaresistente humane pathogenen zorgt ervoor dat de behandeling van 

bacteriële infecties zeer moeizaam verloopt (Cabello et al., 2013). Alternatieve methoden die 

de aquacultuursector kunnen beschermen tegen ziektes zijn dan ook dringend nodig. 
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1 Literatuurstudie 

1.1 Aquacultuurziektes veroorzaakt door Vibrio spp.  

Bacteriële infecties veroorzaakt door bacteriën van het Vibrio genus, zijn de meest 

voorkomende en belangrijkste infecties in de aquacultuur. De Vibrionaceae is een familie van 

de gammaproteobacteriën die terug te vinden zijn in een brede range van aquatische biotopen. 

Deze familie bevat verscheidene soorten die darmkanaalinfecties veroorzaken bij mens en 

dier (Farmer, 2006). Enkele soorten van de familie Vibrionaceae die gelinkt zijn aan 

gezondheidsproblemen van mariene diersoorten zijn Vibrio parahaemolyticus, V. alginolyticus, 

V. harveyi, V. owensii en V. campbellii (Ina-Salwany et al., 2019). Enkele voorbeelden van 

humane pathogenen afkomstig van het Vibrio genus zijn V. cholerae, V. parahaemolyticus en 

V. vulnificus (Darshanee Ruwandeepika et al., 2012).  

Vibriosis, veroorzaakt door een infectie van Vibrio spp., is één van de meest voorkomende 

ziektes die de aquacultuurindustrie hindert (Soumya Haldar, 2012). Vibriosis leidt tot extreme 

verliezen in de garnalenkweek en veroorzaakt tot 100 % sterfte bij postlarvae en juvenielen 

garnalen (Darshanee Ruwandeepika et al., 2012). De symptomen van ziekte bij schaaldieren 

zijn lethargie, weefsel- en aanhangselnecrose, langzame groei en metamorfose, 

lichaamsmisvorming, spieropaciteit en melanisatie (Austin & Austin, 2016). 

Vibriosis kan alle levensstadia aantasten en leidt tot sterfte bij verschillende soorten zee- en 

schelpdieren. De interactie tussen gastheer, pathogeen en externe omstandigheden zoals 

klimaatverandering, slechte hygiëne en management van de gecultiveerde species zorgt voor 

de ontwikkeling van ziektes. Vibrio spp. kunnen goed overleven in aquatische omgevingen en 

dit onafhankelijk van hun gastheer. Hierdoor wordt de verdere ontwikkeling en duurzame 

uitbreiding van de aquacultuurproductie sterk beperkt (Ina-Salwany et al., 2019). Hiernaast 

zorgt water warmer dan 17°C en een hoog zoutgehalte (30 - 35 ‰) voor het sneller uitbreken 

van ziektes (Pridgeon et al., 2012). Warm water is gunstig voor de overleving en groei van 

Vibrio spp., waardoor de pathogenen zich snel kunnen verspreiden tussen de vissen. Hierdoor 

is vibriosis vooral een bedreiging voor de aquacultuur in tropisch warme landen (Ina-Salwany 

et al., 2019). In Maleisië en zijn buurlanden, waar tropische temperaturen van 28°C het jaar 

rond heersen, is vibriosis reeds vaak geregistreerd in vele aquacultuurbedrijven. Gedurende 

veel van dergelijke ziekte uitbraken werden V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus 

en V. anguillarum het meest geïsoleerd (Albert & Ransangan, 2013).  

Een ander voorbeeld van een ziekte in garnaalkwekerijen is het “acute hepatopancreatic 

necrosis disease” (AHPND), ook vaak aangeduid als “early mortality syndrome” (EMS). Deze 

ziekte kwam eerst op in China in 2010 en had zich in 2011 al verspreid in Vietnam, Maleisië 

en Thailand (De Schryver et al., 2014; Lightner et al., 2012). De ziekte ontwikkelt zich binnen 

de 20 tot 30 dagen en leidt tot mortaliteit voor 70 tot 100%. AHPND heeft effect op het 

hepatopancreas en zorgt voor progressieve disfunctie wat leidt tot weefselschade en 

degeneratie en disfunctie van de tubulaire epitheelcellen. De eerste symptomen zijn lethargie, 
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anorexia en een zachte donkere schaal (Lightner et al., 2012). De oorzaak van deze ziekte 

was initieel gelinkt aan V. parahaemolyticus, die een plasmide droeg dat de toxische genen 

pirA en pirB bevatte (Muthukrishnan et al., 2019). Maar recente studies hebben aangetoond 

dat ook andere Vibrio soorten zoals V. campbellii in Vietnam (Kondo et al., 2015) en in China 

(Dong et al., 2017), Vibrio owensii in China (Xiao et al., 2017), Vibrio punensis in Zuid-Amerika 

(Restrepo et al., 2018) en V. harveyi in Maleisië (Muthukrishnan et al., 2019) AHPND 

veroorzaken. Uit een studie van Muthukrishnan et al. (2019) blijkt dat de pirA en pirB genen 

getransfereerd kunnen worden naar niet-pathogene Vibrio’s en niet-Vibrio bacteriën door 

middel van horizontale gentransfer. Dit compliceert de identificering van de veroorzaker van 

AHPND, aangezien ook niet-Vibrio bacteriën in overweging moeten genomen worden. 

1.1.1 Virulentie factoren van Vibrio spp.  

Eén van de redenen van de pathogeniciteit van Vibrio’s zijn hun virulentiefactoren (Natrah et 

al., 2011). Door de expressie van deze genproducten is het voor de pathogeen mogelijk om 

gastheercellen te infecteren en te beschadigen (Darshanee Ruwandeepika et al., 2012). Een 

succesvolle infectie van de gastheercel is afhankelijk van het vermogen om zich aan het 

gastheeroppervlak te hechten (Finlay & Falkow, 1989). Virulentiefactoren zoals het flagellum 

en de pilli spelen een belangrijke rol in deze aanhechting (Chen et al., 2008; Donnenberg, 

2000). Hiernaast zijn chitinebindende proteïnen en chitinasen aanwezig in Harveyi clade 

Vibrio’s, die ook van belang zijn tijdens de adhesie (Darshanee Ruwandeepika et al., 2012; 

Svitil et al., 1997). 

De productie van exopolysachariden, een groep van extracellulaire polysachariden, helpt bij 

de ontwikkeling van een biofilm. Het vormt een los slijm buiten de cel dat vervolgens de 

intercellulaire matrix vormt in biofilms (Darshanee Ruwandeepika et al., 2012; Packiavathy et 

al., 2013). De biofilm stimuleert de groei, overleving, stresstolerantie en virulentie van Vibrio 

spp. door nutriënten beschikbaar te maken en bescherming te bieden tegen antimicrobiële 

componenten (Donlan & Costerton, 2002).  

Tot slot spelen de lytische enzymen geproduceerd door pathogene bacteriën een beduidende 

rol in de pathogenese (Finlay et al., 1989). Deze enzymen beschadigen het weefsel van de 

gastheer, waardoor de pathogeen zich kan verspreiden in het weefsel en nutriënten kan 

opnemen. Enkele voorbeelden van lytische enzymen geproduceerd door Harveyi clade 

Vibrio’s zijn haemolysines, proteases, lipases en chitinases (Darshanee Ruwandeepika et al., 

2012). 
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1.1.2 Quorum sensing 

Quorum sensing wordt door bacteriën gebruikt als vorm van communicatie en kan de regulatie 

en productie van virulentiefactoren aansturen (Natrah et al., 2011). Het is de regulatie van de 

genexpressie in een reactie op celdensiteit via chemische signalering (Miller & Bassler, 2001). 

Bij quorum sensing produceren de bacteriën signaalmoleculen, genaamd autoinducers, 

waarvan de concentratie toeneemt in functie van de celdensiteit. Bacteriën detecteren de 

concentratie van autoinducers en passen hun genexpressie en bijgevolg dus ook hun gedrag 

aan. Bacteriën kunnen hierdoor hun gedrag synchroniseren en functioneren als meercellige 

organismen (Waters & Bassler, 2005). Het vermogen om zich als een groep te gedragen, heeft 

zijn voordelen. Een voorbeeld is de mogelijkheid om zich te verplaatsen naar een meer 

geschikte omgeving. Dit doordat een andere omgeving een betere nutriëntenvoorziening biedt 

of om een nieuwe groeimethode toe te passen zoals sporulatie of biofilmvorming (De Kievit & 

Iglewski, 2000). Gram-negatieve en -positieve bacteriën gebruiken quorum sensing circuits 

om verscheidene fysiologische activiteiten te reguleren. Deze activiteiten omvatten symbiose, 

virulentie, competentie, conjugatie, antibioticaproductie, motiliteit, sporulatie en biofilm 

formatie. Over het algemeen gebruiken gram-negatieve bacteriën geacyleerde homoserine 

lactonen (AHL) als autoinducers, terwijl gram-positieve bacteriën oligopeptiden gebruiken om 

te communiceren (Miller et al., 2001). 

1.1.2.1 Quorum sensing bij de Harveyi clade 

Vibrio’s van de Harveyi clade hebben een specifiek drie-kanaals quorum sensing systeem 

(Figuur 2). Het eerste kanaal wordt gecontroleerd door de autoinducer 1 (HAI-1), een AHL 

(Cao & Meighen, 1989). Het tweede kanaal wordt gecontroleerd door de autoinducer 2 (AI-2), 

wat een furanosylboraatdiester is (Chen et al., 2002). De derde autoinducer, de cholera 

autoinducer 1 (CAI-1), is (S)-3-hydroxy tridecaan-4-one (Higgins et al., 2007). De autoinducers 

worden gedetecteerd aan het celoppervlak door een membraangebonden, twee-component 

receptorproteïne (LuxN, LuxQ en CqsS respectievelijk) dat een fosforylatie of defosforylatie 

signaaltransductiecascade uitvoert (Taga & Bassler, 2003).  

Centraal in de signaaltransductiecascade ligt het LuxO-eiwit. Gefosforyleerde LuxO inhibeert 

indirect de productie van het transcriptionele regulator-eiwit LuxRVh door de werking van vijf 

kleine regulerende RNA's (Tu & Bassler, 2007). LuxRVh activeert rechtstreeks het lux-operon 

(Swartzman et al., 1992), terwijl de meerderheid van de andere door quorum sensing 

gereguleerde genen indirect door LuxRVh worden gecontroleerd (Waters & Bassler, 2006). De 

concentratie van LuxRVh hangt af van de concentraties van de vijf kleine regulerende RNA's, 

die worden bepaald door de fosforyleringsstatus van LuxO. De fosforyleringsstatus van LuxO 

wordt op zijn beurt bepaald door het netto resultaat van de kinase- en fosfatase-activiteiten 

van de drie receptoren en is dus afhankelijk van de concentraties van de drie autoinducers (Tu 

et al., 2007). 
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Figuur 2: Quorum sensing in V. harveyi. (a) De auto-inducers zijn afwezig, waardoor LuxO wordt gefosforyleerd, 
wat op zijn beurt ervoor zorgt dat het LuxRVh-eiwit niet geproduceerd wordt. (b) Bij een hoge concentratie van de 
autoinducers wordt LuxO gedefosforyleerd, wat uiteindelijk leidt tot de vorming van het LuxRVh-eiwit (Defoirdt et al., 
2008). 

Bij afwezigheid van autoinducers (Figuur 2a) autofosforyleren en transfereren de receptoren 

fosfaat naar LuxO via LuxU. Fosforylering activeert LuxO, dat samen met σ54 de productie van 

vijf kleine regulerende RNA's (sRNA's) activeert. Deze sRNA's, samen met het chaperonne 

Hfq, destabiliseren het mRNA dat codeert voor de transcriptionele regulator LuxRVh. Bij de 

afwezigheid van autoinducers wordt het LuxRVh-eiwit niet geproduceerd (Defoirdt et al., 2008). 

Bij hoge concentraties aan autoinducers (Figuur 2b) schakelen de receptoreiwitten van 

kinasen naar fosfatasen om, wat resulteert in defosforylering van LuxO. Gedefosforyleerd 

LuxO is inactief, waardoor de sRNA's niet gevormd worden en de transcriptionele regulator 

LuxRVh wel geproduceerd wordt (Defoirdt et al., 2008). 

1.2 Microbieel management in aquacultuur 

Het managen en controleren van microbiomen in de aquacultuur heeft een enorm groot 

potentieel. De sturing van microbiële gemeenschappen kan niet alleen de kwaliteit van het 

water verbeteren, maar biedt bovendien ook de mogelijkheid om de abundantie van pathogene 

bacteriën te verminderen, wat bijgevolg leidt tot betere overlevingskansen voor de 

gecultiveerde organismen. Deze strategie zou het gebruik van antibiotica kunnen verminderen 

(Bentzon-Tilia et al., 2016). De huidige strategieën van microbieel management worden 

hieropvolgend besproken.  

1.2.1 Vaccinaties 

Het gebruik van vaccinaties is een belangrijke strategie naar controle van ziektes in de 

moderne aquacultuur en commerciële visteelt. Een goed management van de gecultiveerde 

organismen, met goede hygiëne en gelimiteerde stressfactoren, is essentieel voor het optimale 

effect van vaccins (Sommerset et al., 2005). Vaccinaties van zalmkwekerijen in Europa, 

Amerika en Japan worden al 30 jaar gebruikt en hebben tot een enorme daling van het gebruik 
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van antibiotica geleid (Figuur 3) (Pridgeon et al., 2012). Een voorbeeld van deze succesvolle 

implementatie is terug te vinden in de productie van Atlantische zalm en forel in Noorwegen 

op het totale therapeutisch gebruik van antimicrobiële middelen. Van 1987 tot 2003 verlaagde 

het totaal antibioticagebruik in de viskwekerijen in Noorwegen van 4.8 x 104 kg tot minder dan 

103 kg (Sommerset et al., 2005). Dit terwijl de totale visproductie in Noorwegen gestegen was 

van 5 x 104 ton tot 6 x 105 ton tussen 1987 en 2003 (Sommerset et al., 2005). 

 

Figuur 3: Het gebruik van antibiotica en de groei van de visproductie van de Noorse aquacultuurindustrie van 1986 
tot 2003 (Sommerset et al., 2005).  

Het gebruik van vaccinaties is veelbelovend voor de toekomst. Hoewel er verscheidene 

vaccins op de markt zijn, is de nood naar vaccins tegen recente ziektes nog steeds hoog. 

Bovendien moeten de meeste vaccins aangeleverd worden via een individuele injectie, wat 

arbeidsintensief is. Dit kan stress induceren bij de dieren, waardoor ze minder goed of trager 

zullen groeien. Deze vertraagde groei kan de dieren bovendien gevoeliger maken voor andere 

infecties (Sommerset et al., 2005). Efficiëntere methoden zoals onderdompeling of orale 

aanlevering zijn nodig voor een betere en langdurige bescherming van de aquacultuurindustrie 

(Pridgeon et al., 2012). Een ander nadeel van vaccinaties is dat het enkel werkt bij dieren met 

een ontwikkeld adaptief immuunsysteem. Schaaldieren horende bij de invertebraten en 

vislarven hebben enkel een aangeboren immuunsysteem waardoor vaccinatie bij deze 

groepen van dieren niet toepasbaar is (Bentzon-Tilia et al., 2016). Alternatieve methoden zijn 

hier dus vereist.  
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1.2.2 Pre-, pro- en synbiotics 

Een voorbeeld van een alternatief microbiële managementstrategie is het gebruik van pre-, 

pro- en synbiotics. Deze additieven worden in de aquacultuur gebruikt om ziektes te bestrijden, 

om groei te bevorderen en worden gebruikt als alternatieve antimicrobiële middelen (Akhter et 

al., 2015). Probiotics zijn levende microbiële middelen die een positief effect hebben op de 

gekweekte organismen. De voordelen hiervan zijn groeibevordering, pathogeeninhibitie, 

betere nutriëntenverteerbaarheid, het verbeteren van de waterkwaliteit en stresstolerantie en 

tot slot het bevorderen van de reproductie (Martínez Cruz et al., 2012). Recente studies 

hebben aangetoond dat vispathogene bacteriën in levend voer beheerst kunnen worden door 

probiotica. Bovendien kan de mortaliteit van geïnfecteerde vislarven aanzienlijk verminderd 

worden door probiotische bacteriën (Bentzon-Tilia et al., 2016). De interesse naar deze 

milieuvriendelijke methode neemt dan ook snel toe.  

Verscheidene werkingsmechanismen van probiotica zijn gekend tegen pathogene bacteriën. 

Een eerste is de competitieve uitsluiting van pathogene bacteriën, waarbij een ontwikkeld 

microbiota ervoor zorgt dat de kolonisatie en introductie van een bacterieel pathogeen in de 

darm wordt verminderd of voorkomen. Een tweede werkingsmechanisme is de productie van 

chemische componenten die inhiberend zijn voor pathogenen (bacterieel antagonisme). Tot 

slot zijn de verbetering van de immuunrespons tegen pathogene micro-organismen en de 

productie van antivirale effecten nog twee voorbeelden van mechanismen (Pandiyan et al., 

2013). De melkzuurbacteriën zijn één groep van probiotische bacteriën die reeds 

gerapporteerd zijn omwille van hun positieve effecten in de larven aquacultuur (Gatesoupe, 

1994; Venkat et al., 2004). Deze probiotica zijn aanwezig in de darm van gezonde vissen 

(Ringø & Gatesoupe, 1998) en hebben het vermogen om het darmkanaal te koloniseren en 

weerstand te bieden tegen een lage pH en galzouten (Bentzon-Tilia et al., 2016).  

Een andere groep van vaak bestudeerde probiotica zijn de Bacillus spp. Hierbij werd 

aangetoond dat ze een adhesievermogen bezitten, bacteriocinen produceren en zorgen voor 

immunostimulatie (Cherif et al., 2001; Duc et al., 2004). Ook is aangetoond dat de expressie 

van virulentiefactoren verminderd wordt in Aeromonas hydrophila door middel van quorum 

sensing inhibitie, wat de overlevingsgraad van de gecultiveerde vissen doet stijgen (Chu et al., 

2014). 

Een prebioticum is een onverteerbare component die een gunstig effect heeft op de gastheer 

door de groei en activiteit van natuurlijk voorkomende bacteriën in het maagdarmkanaal te 

stimuleren. Voorbeelden van prebiotica zijn fructo-oligosacharide, mannan-oligosacharide, 

inuline of β-glucaan. Ondanks de vele mogelijke voordelen dat prebiotica bieden voor de 

gezondheid en de groei van verschillende landdieren, is het gebruik van prebiotica bij de teelt 

van vis en schelpdieren minder onderzocht (Akhter et al., 2015). Synbiotica, een volgende 

klasse van componenten, is een mengsel van pre- en probiotica. Het combineert de positieve 

effecten van pre- en probiotica en zorgt in het algemeen voor een stijging van de gezondheid, 

bevorderding van de groei en bescherming tegen pathogene bacteriën (Okey et al., 2018). 
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1.2.3 Biofloc technologie 

Biofloc technologie is een voorbeeld van een strategie die microbiële gemeenschappen 

aanstuurt en probeert te manipuleren. Deze milieuvriendelijke techniek maakt gebruik van een 

gesloten aquacultuursysteem, waarbij water wordt hergebruikt. Dit zorgt ervoor dat nutriënten 

worden gerecycled en hergebruikt. Zo wordt ook het risico op de introductie van pathogenen 

in het milieu en het lozen van afvalwater gereduceerd (Emerenciano et al., 2013). Het is een 

techniek die de kwaliteit van het water verbeterd door toevoeging van een extra koolstofbron 

aan het systeem. Dit leidt tot een bevorderende stikstofopname door de bacteriële groei, wat 

op zijn beurt leidt tot een daling van de ammoniumconcentratie in het water, dewelke sneller 

gebeurt dan via nitrificatie (Hargreaves, 2006). Naast de betere waterkwaliteit leidt de opname 

van stikstof ook tot een stijging in bacteriële biomassa. Dit resulteert in de vorming van 

bacteriële macroaggregaten (bioflocs) die dienen als voeding voor de gekweekte vissoorten 

(Bentzon-Tilia et al., 2016; Crab et al., 2012). Biofloc technologie maakt het mogelijk om 

watergebruik en -lozing te minimaliseren in een aquacultuursysteem door de waterkwaliteit op 

peil te houden. Hiernaast produceert het ook goedkope proteïnerijke bioflocs die als voeding 

dienen. Uit een studie van Crab et al. (2010) werd aangetoond dat deze techniek ook 

gekweekte organismen kan beschermen tegen infecties met pathogene bacteriën. Hierbij 

inhibeerden bioflocs de quorum sensing gereguleerde bioluminescentie in V. harveyi en 

werden zo de Artemia-larven beschermd tegen vibriosis. 

1.2.4 Green water technologie 

De green water technologie is een techniek waarbij eencellige groene algen, zoals Chlorella 

en/of Nannochloropsis, worden geteeld in een reservoir waarbij aquacultuurorganismen 

aanwezig zijn. Dit water wordt dan gebruikt voor het cultiveren van vissoorten of voor het 

aanvullen van kweekvijvers na verlies van water (Cremen et al., 2007). Studies hebben reeds 

aangetoond dat deze techniek resulteert in een verlaagde frequentie van EMS (Lio-Po et al., 

2005; Tendencia & de la Peña, 2010) en in een verlaagde belasting van het white spot 

syndrome virus (WSSV) in P. monodon kweekvijvers (Tendencia et al., 2012). Er zijn meerdere 

mechanismen die gelinkt zijn aan de positieve effecten van green water technologie, zoals de 

productie van antibacteriële componenten (Kokou et al., 2012) en quorum sensing inhibitoren 

door algen, die de virulente genregulatie inhiberen (Natrah et al., 2011). De microalgen- en 

bacteriële gemeenschap concurreren tevens ook met pathogenen voor de aanwezige 

nutriënten en kunnen componenten produceren die de activiteit en groei kunnen reduceren 

(Natrah et al., 2014). Het toevoegen van gunstige microbiële gemeenschappen aan 

verschillende mariene systemen kan het ecosysteem dus positief beïnvloeden (Bentzon-Tilia 

et al., 2016).  
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1.2.5 r/K selectie strategie 

Een laatste managementstrategie die wordt besproken is de r/K selectie strategie. De r/K 

selectie theorie speelt zich af in microbiële gemeenschappen en wordt als volgt gedefinieerd; 

een omgeving die rijk is aan voedingsstoffen per cel, weinig concurrentie en frequente 

verstoringen ervaart, creëert een omgeving voor micro-organismen met een hoge capaciteit 

om voedingsstoffen te benutten en de populatiegrootte te laten toenemen. Dit worden de 

snelgroeiende, opportunistische r-strategen genoemd. Veel pathogenen vertonen dit gedrag. 

Hiertegenover zal een meer stabiele omgeving met minder voedingsstoffen per cel en dus een 

hoge interspecifieke concurrentie, selecteren voor langzaam groeiende, competitie-

specialisten, de K-strategen genoemd (Wilson & MacArthur, 1988). De opportunistische 

pathogenen, die ziektes veroorzaken in aquacultuur (zoals pathogene Vibrio’s), zijn typische 

r-strategen en hebben dus de mogelijkheid om hun populatiegrootte snel uit te breiden 

wanneer de condities gunstig zijn (De Schryver & Vadstein, 2014; Vadstein et al., 2013).  

De huidige perceptie bij aquacultuurbedrijven is dat de microbiële belasting van het 

kweekwater zo laag mogelijk moet zijn, waardoor desinfectie (ozonisatie of ultraviolette 

irradiatie) een standaardprocedure is voor waterbehandeling. Het resultaat van deze 

desinfectie is een sterk verstoorde microbiële gemeenschap, dewelke vanuit een microbieel 

ecologisch standpunt meer slecht dan goed doet wat betreft de controle van ziektes 

(Attramadal et al., 2012). De huidige handelingen die uitgevoerd worden in de 

aquacultuursector, zoals desinfectie en heel frequente toediening van voeding, geven de 

voorkeur aan pathogene r-strategen (Figuur 4). Desinfectie van het influent (Figuur 4a) wordt 

uitgevoerd als een barrière tegen de introductie van pathogenen in het systeem. Desinfectie 

vermindert echter het aantal bacteriën (de microbiële draagkracht), wat de competitie tussen 

bacteriën doet wegvallen en resulteert in de groei van snelgroeiende r-strategen. Toevoeging 

van voeding aan het systeem (Figuur 4b) zal de microbiële draagkracht in de tanks direct en 

indirect (via defecatie) verhogen. Deze toename van microbiële draagkracht zal ook resulteren 

in r-selectie (De Schryver & Vadstein, 2014).  
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Figuur 4: Twee voorbeelden van hoe de huidige aquacultuurpraktijken de r-selectie gaan bevorderen, wat de kans 
op pathogeeninvasie en schadelijke infecties verhoogt (De Schryver & Vadstein, 2014). 

Op basis van het r/K selectie principe, kan de microbiota in het water gemanaged en gestuurd 

worden zodat de kans op de introductie van pathogenen verminderd wordt. Dit door het 

creëren van langzame groeicondities die gunstiger zijn voor K-strategen (De Schryver & 

Vadstein, 2014). Deze groeicondities kunnen bekomen worden door een gecontroleerde 

microbiële kolonisatie van het influent met K-strategen en door het vermijden van grote 

fluctuaties in nutriëntenconcentraties in het water. Dit wordt bereikt door een voedingsregime 

toe te passen dat bestaat uit een continu toevoeging van laaggeconcentreerde 

voedingsdosissen in plaats van een regime met voedingspulsen met hoger geconcentreerde 

dosissen (Defoirdt, 2016). Door het toepassen van een continu toevoeging van 

laaggeconcentreerde voedingsdosissen zijn de opgeloste nutriëntenniveaus laag door de 

consumptie van de microbiota in het water. De r-strategen worden weggeduwd uit de 

gemeenschap en de kans voor opportunistische r-strategen om de gemeenschap te 

invaderen, wordt geminimaliseerd (Attramadal et al., 2012; Attramadal et al., 2014). Het is 

recent aangetoond dat deze aanpak van het stabiliseren van de microbiële gemeenschap leidt 

tot een 65 - 70 % stijging in overleving van gekweekte Atlantische kabeljauw larven. Dit toont 

aan dat een ecologische aanpak als basis kan dienen om een gemeenschap in de gewenste 

richting te sturen (Attramadal et al., 2014).  
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1.3 Microbiële invasie 

Een microbiële invasie is de intrede en de vestiging van niet-autochtone micro-organismen in 

een microbiële gemeenschap (Kinnunen et al., 2016). Microbiële gemeenschappen vormen 

ecologische netwerken van samenlevende en -werkende soorten. Invasieve micro-

organismen hebben het potentieel om de structuur van een gemeenschap en de bestaande 

onderlinge interacties te verstoren, wat het functioneren van het ecosysteem beïnvloedt met 

eventuele economische gevolgen (Barberán et al., 2012; Padrón et al., 2009). Indien de 

invader erin slaagt om de meest interagerende en belangrijkste soort weg te duwen in de 

gemeenschap is het ecologisch netwerk zeer vatbaar om ineen te storten (Albrecht et al., 

2014). Dit leidt tot een groot effect op het functioneren van het ecosysteem (O’Dowd et al., 

2003). De interesse naar studies over invasie van microbiële gemeenschappen neemt sterk 

toe, met een grote toename van publicaties over invasies door pathogene, gunstige of 

samenwerkende microben. Een beter inzicht over microbiële invasie zou veel kennis 

verschaffen in het voorkomen van ziektes bij mens en dier, zoals bijvoorbeeld in de 

aquacultuursector (Kinnunen et al., 2016). 

1.3.1 De vier stappen van invasie 

Een microbiële invasie kan opgedeeld worden in een vierdelig proces bestaande uit (1) de 

introductie, (2) de vestiging, (3) de groei en verspreiding en (4) de impact (Figuur 5) (Mallon et 

al., 2015). 

 

Figuur 5: Het proces van een microbiële invasie (Mallon et al., 2015). (A) introductie; (B) vestiging; (C) groei en 
verspreiding; (D) impact.  

Alvorens de invasie kan plaatsvinden, moet de invader eerst getransporteerd worden van zijn 

bron naar de gemeenschap (Mallon et al., 2015). Dit kan via passief of actief transport. Een 

voorbeeld van passief transport is de circulatie van mariene bacteriën via de oceaanstromen 
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(Müller et al., 2014). Passieve verspreidingsmechanismen transporteren bacteriën over een 

afstand of tot locaties waarbij ze normaal niet gevonden zouden worden (Mallon et al., 2015). 

Een voorbeeld van actief transport, dat voorkomt bij vele Vibrio’s, is de flagellaire motiliteit. Dit 

soort mobiliteit geeft de invader een groot voordeel in de competitie voor nutriënten.  

Bij de tweede stap (de vestiging van de invader in de gemeenschap) moet de invader de 

abiotische en biotisch condities van de nieuwe omgeving doorstaan. Het is in deze stap dat de 

invader de grootste weerstand krijgt van de autochtone gemeenschap en hier wordt bepaald 

of de invader het vermogen heeft om te groeien en zich te verspreiden (Mallon et al., 2015).  

De hierop volgende groei- en verspreidingsfase van een invasie wordt gestimuleerd door het 

gebruik van voorheen niet-beschikbare lokale nutriënten. Invaders kunnen hun nieuwe 

omgeving direct manipuleren en de biotische druk van de aanwezige gemeenschap omzeilen, 

om zo ecologische niches te creëren en hun groei en introductie in de nieuwe omgeving te 

versterken. Een voorbeeld hiervan is de pathogeen Salmonella enterica die een ontsteking 

veroorzaakt in de darm, wat de groei van de commensale microbiota onderdrukt en de 

productie van Salmonella specifieke substraten stimuleert (Thiennimitr et al., 2011). Hiernaast 

kunnen invaders ook gebruik maken van verstoringen en wijzigingen in de omgeving (bijv. de 

stijging van de watertemperatuur door klimaatveranderingen) om de invasie gunstig te maken 

(Mallon et al., 2015). 

De gevolgen van een succesvolle invasie kunnen desastreus zijn voor de omgeving en kunnen 

leiden tot extreme economische verliezen, doch kan het ook leiden tot een neutrale of een 

positieve impact op de omgeving. Aan de andere kant kan een niet-succesvolle invasie ook 

een impact hebben en dit door een kleine groei van de invader in de vestigingsfase (Mallon et 

al., 2015). 

1.3.2 Factoren die invasie beïnvloeden 

1.3.2.1 Diversiteit van de gemeenschap 

Studies van Naeem et al. (2000) en Kennedy et al. (2002) toonden aan dat de weerstand van 

de autochtone gemeenschap ten opzichte van de invader afhing van de diversiteit van deze 

gemeenschap. Zowel de soortrijkheid als soortgelijkheid zijn belangrijke factoren die de 

invasieresistentie van microbiële gemeenschappen beïnvloeden (De Roy et al., 2013; 

Eisenhauer et al., 2013). Meer diverse gemeenschappen zijn doorgaans resistenter tegen 

invasie in vergelijking met minder diverse gemeenschappen, wat ook het diversiteit-invasie 

effect wordt genoemd (Mallon et al., 2015). Een reden hiervoor kan zijn dat meer diverse 

gemeenschappen zich beter in de omgeving verspreiden en de aanwezige nutriënten zo beter 

en meer kunnen benutten (Eisenhauer et al., 2013). Hiernaast kan een meer diverse 

gemeenschap ook bacteriële soorten bevatten die een antagonistisch effect hebben (Fargione 

& Tilman, 2005) tegen de invader of die bijdragen aan elkaars invasieresistentie (Bruno et al., 
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2003). Microbiële soortrijkheid moet gemaximaliseerd worden om de kans op pathogene 

invasie te verkleinen (De Schryver & Vadstein, 2014). 

Hiernaast is soortgelijkheid ook een belangrijke factor die meespeelt in de invasieresistentie. 

In het geval van sterk ongelijke gemeenschappen hangt de invasieresistentie af van de 

dominante soort (Hillebrand et al., 2008). Hierbij kan in het ene geval de gemeenschap de 

invasie enkel verhinderen als de dominante soort een sterk concurrerende omgeving vormt 

voor de invader. In het andere geval kan de dominante soort ook overtroffen worden door de 

invader. In meer gelijkmatige gemeenschappen kan de bescherming tegen invasie worden 

verspreid over verschillende soorten en over een groter aantal functies beschikken die invasie 

kunnen voorkomen. De samenwerking van soortrijkheid en -gelijkheid is een drijvende kracht 

voor de resistentie tegen invasie (Mallon et al., 2015).  

De dynamiek en de snelheid waarmee een microbiële gemeenschap verandert, beïnvloedt de 

functionaliteit en daardoor ook zijn invasiepotentieel (De Schryver & Vadstein, 2014). Bij larven 

van mariene dieren is de darmgemeenschap echter zeer dynamisch vanwege de dichte 

associatie met de microbiota van de omgeving (Bakke et al., 2013; Rawls et al., 2006). Snel 

veranderende gemeenschappen ontwikkelen een verstoorde omgeving, met open niches en 

een gebrek aan antagonistische soorten, die meer vatbaar is voor invasie. De microbiële 

dynamiek van de darm moet worden beperkt tot de normale opeenvolging van populaties. In 

de praktijk betekent dit dat stress bij de dieren moet worden vermeden, dat constante 

omgevingscondities moeten worden aangehouden en dat plotse veranderingen in de voeding 

moeten worden beperkt (De Schryver & Vadstein, 2014). 

1.3.2.2 Nutriëntenbeschikbaarheid 

De diversiteit van de autochtone gemeenschap is niet de enige factor die invasieresistentie 

beïnvloedt. De verandering van de nutriëntenbeschikbaarheid, door toevoeging van 

nutriënten, kan de relatie tussen diversiteit en invasie doen omkeren door het wegvallen van 

de competitie voor nutriënten (Davis et al., 2000). Hierdoor kunnen invaders gebruik maken 

van de aanwezige componenten en zich zelfs in zeer diverse gemeenschappen ontwikkelen 

(Mallon et al., 2015). Uit de reeds aangehaalde studies blijkt dat er een wisselwerking bestaat 

tussen de biologische diversiteit en nutriëntenbeschikbaarheid en dat deze de 

invasieresistentie van de gemeenschap bepalen (Figuur 6) (Mallon et al., 2015).  
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Figuur 6: De wisselwerking tussen de biologische diversiteit en nutriëntenbeschikbaarheid voor het bepalen van de 
invasieresistentie (Mallon et al., 2015). Het bovenste, lichtgrijze gebied toont de gemeenschappen met toenemende 
soortrijkheid en soortgelijkheid (tot blok C) en met vergelijkbare celabundantie. Het onderste, donkergrijze gebied 
geeft het totaal aantal nutriënten weer dat beschikbaar is voor de gemeenschap (zwart) en het aantal dat 
daadwerkelijk wordt verbruikt (wit). 

Gemeenschappen met een lage diversiteit verbruiken niet alle aanwezige nutriënten (Figuur 

6A). Indien een invader in deze omgeving terechtkomt, kan het de ongebruikte nutriënten 

benutten, waardoor de kans op een succesvolle invasie hoog is. Als de diversiteit stijgt, zullen 

de aanwezige beschikbare nutriënten dalen (Figuur 6B). Deze daling in 

nutriëntenbeschikbaarheid zorgt voor een stijging in competitie tussen de micro-organismen, 

wat de kans op een succesvolle invasie doet dalen. Hoe meer de diversiteit stijgt, hoe dichter 

het nutriëntenverbruik zijn maximum nadert (Figuur 6C). Op dit punt is een succesvolle invasie 

zeer onwaarschijnlijk door het ontbreken van nutriënten voor de groei. Door toevoeging van 

een nutriëntenpuls, dat de nutriëntenbeschikbaarheid doet stijgen, kan er toch een succesvolle 

invasie optreden, ongeacht de diversiteit van de gemeenschap (Figuur 6D). Om te 

concluderen wordt de kans op een succesvolle invasie bepaald door het vermogen van de 

microbiële gemeenschap om de aanwezige nutriënten te benutten en hiervoor te concurreren 

met de invader (Mallon et al., 2015). 

1.3.2.3 Nutriëntendistributie 

Nutriënten die aanwezig zijn in het kweekwater van een aquacultuursysteem zijn niet 

homogeen verdeeld, maar komen voor als nutriëntenpartikels, dewelke hotspots met hoge 

nutriëntenconcentraties vormen (Stocker, 2012). Opportunistische r-strategen kunnen deze 

nutriëntrijke hotspots exploiteren door hun metabole flexibiliteit en motiliteit. Dit geeft hen de 

mogelijkheid om zich snel aan te passen aan de nieuw gecreëerde omgeving en hun 
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populatiegrootte snel uit te breiden (Ayo et al., 2001; Defoirdt, 2016). De mate waarin 

nutriënten zijn verdeeld in een aquacultuursysteem heeft een grote invloed op het 

invasiepotentieel van een opportunistisch pathogeen (Figuur 7) (Defoirdt, 2016).  

 

Figuur 7: Schematische representatie van de invloed van nutriëntendistributie op de mogelijkheden voor een 
opportunistisch pathogeen om een autochtone microbiële gemeenschap te invaderen in een aquacultuursysteem 
(Defoirdt, 2016). Hoe donkerder de kleur, hoe hoger de nutriëntenconcentratie. (A) De nutriënten zijn homogeen 
verdeeld, waardoor de K-strategen de nutriënten kunnen gebruiken en de populatiegrootte van de pathogeen niet 
kan stijgen. (B) De nutriënten zijn niet homogeen verdeeld (zoals in de praktijk), waardoor de motiele pathogenen 
de nutriënten kunnen exploiteren. (C) Naast de geïnvadeerde, opportunistische pathogeen en de K-strategen bevat 
de microbiële gemeenschap ook r-strategen, waardoor het in competitie kan gaan voor nutriënten met de 
pathogeen. (D) Indien voederkorrels worden gebruikt die snel uiteenvallen, zullen ze zich snel verspreiden, 
waardoor de mogelijkheid waarin opportunistische pathogenen de hotspots kunnen gebruiken veel kleiner wordt. 
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In de situatie waarbij nutriënten homogeen verdeeld zijn in een systeem, kunnen K-strategen 

de nutriënten gebruiken en is de kans op invasie door pathogenen sterk beperkt (Figuur 7A). 

In de praktijk zijn nutriënten niet homogeen verdeeld maar aanwezig als hotspots. De niet-

motiele K-strategen worden weggeconcurreerd door de pathogenen, die de nutriëntenbronnen 

kunnen lokaliseren en exploiteren, waardoor de populatiegrootte en de kans op invasie stijgt 

(Figuur 7B).  

Indien de microbiële gemeenschap zelf ook r-strategen bevat, kunnen zij concurreren voor de 

aanwezige nutriëntenbronnen in de hotspots met de opportunistische pathogenen. Hierdoor 

zal de opportunistische pathogeen niet alle hotspots kunnen exploiteren, waardoor zijn 

populatiegrootte niet zo fel kan stijgen als in situatie B (Figuur 7C). Deze situatie zou als 

uitganspunt kunnen dienen voor een microbiële managementstrategie. Hierbij zouden niet-

pathogene r-strategen toegevoegd worden aan het kweekwater, waardoor deze een 

ecologische niche kunnen bezetten die vatbaar is voor invasie door opportunistische 

pathogenen.  

Als er voederkorrels worden gebruikt die snel uiteenvallen, is de mogelijkheid waarin 

opportunistische pathogenen de hotspots kunnen gebruiken veel kleiner. De voedingsstoffen 

diffunderen en verspreiden zich, waardoor de hotspots met hoge nutriëntenconcentraties 

worden vermeden. K-strategen kunnen hierdoor een groter deel van de nutriëntenbronnen 

gebruiken en de r-strategen kunnen hun populatiegrootte niet snel uitbreiden (Figuur 7D).  

1.4 Doelstellingen 

De frequente uitbraken van bacteriële ziektes en de economische verliezen die hiermee 

gepaard gaan, vormen een bedreiging voor de duurzame uitbreiding van de aquacultuursector. 

Momenteel worden antibiotica, zowel curatief als preventief, gebruikt om pathogene bacteriën 

te bestrijden. Dit leidt tot de ontwikkeling van antibioticaresistentie en is daarom geen 

duurzame oplossing. De ontwikkeling van alternatieve strategieën om bacteriële infecties te 

bestrijden, is dringend nodig. Eén van de aspecten waarnaar er nog onvoldoende onderzoek 

is gebeurd, is de invasie van de pathogene bacteriën in aquacultuursystemen. Recent hebben 

verschillende onderzoekers hypothesen vooropgesteld die stellen dat de typische 

behandelingen in de aquacultuur, zoals sterilisatie van inkomend water, frequente voeding van 

de gecultiveerde organismen en toediening van voeding in de vorm van partikels waarschijnlijk 

een sterke invloed op deze invasie hebben. De doelstelling van deze thesis is om het 

invasiepotentieel van Vibrio campbellii LMG 21363, een garnaal pathogeen, te onderzoeken 

in relatie tot zulke aquacultuurpraktijken.  

Het eerste doel van deze studie is het vooropgestelde modelsysteem, waarbij de invaderende 

pathogeen opgevolgd wordt door middel van een GFP-eiwit (Groen fluorescent proteïne), te 

valideren. Er zullen een reeks experimenten uitgevoerd worden waarbij de GFP-

betrouwbaarheid onder verschillende nutriëntencondities en over de groeistadia van de 

pathogeen gekwantificeerd zullen worden. 
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Een tweede doel van deze studie zal zijn om het invasiepotentieel van de pathogeen op 

verschillende tijdstippen na een nutriëntenpuls te kwantificeren. Op deze manier wordt 

getracht inzicht te verkrijgen in het belang van de timing van introductie na een voedingsevent. 

Hiernaast zal ook het belang van de initiële fysiologie van de pathogeen bepaald worden. 

Een derde doel zal zijn om het invasiepotentieel van V. campbellii in autochtone microbiële 

gemeenschappen, die reeds één of meerdere nutriëntenpulsen gekregen heeft, te 

kwantificeren.  

Een laatste doel is om te evalueren of herhaaldelijke nutriëntenpulsen de aanwezigheid van 

V. campbellii kunnen verlengen in vergelijking met een eenmalige puls. 
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2 Materiaal en methoden 

2.1 Technieken 

2.1.1 Bacteriële stam 

Vibrio campbellii LMG 21363 werd gebruikt als model-invader. De bacteriële cultuur werd 

bewaard bij - 80°C. Voor de start van elk experiment werd de cultuur uitgeplaat op marine agar 

(Difco BD, België). Na 24 uur incubatie bij 28°C werd één enkele kolonie geïnoculeerd in 

vloeibaar medium, dewelke vervolgens gebruikt werd om de experimenten op te starten. V. 

campbellii LMG 21363 werd in eerder onderzoek reeds rifampicineresistent gemaakt (Phuoc 

et al., 2009) en werd later gelabeld met een GFP-eiwit, om de stam te kunnen opvolgen tijdens 

invasie-experimenten (Dantas-Lima et al., 2012). Deze merking werd uitgevoerd via een 

pJBA120 plasmide die een miniTn5-vector bevatte (Andersen et al., 1998), waardoor het gfp 

gen geassocieerd is met een kanamycine-resistentie. De kanamycine-resistentie is dus 

geassocieerd aan het gfp gen, terwijl rifampicine dit niet is. In deze studie werd dit GFP-eiwit 

gebruikt om de pathogeen op te volgen in gemengde microbiële gemeenschappen door middel 

van flow cytometrie. 

2.1.2 Microbiële analyse 

2.1.2.1 Flow cytometrie 

Voor de flow cytometrische analyse werden de stalen verdund met 35 g/L IO (Instant Ocean®, 

Aquarium Systems, US) en gekleurd met nucleïnezuur kleurstoffen. De gebruikte kleurstoffen 

waren SYBR® Green I (SG, 100x concentraat in 0.22 μm-gefilterd dimethylsulfoxide, 

Invitrogen) voor de totale cel-analyse en SYBR® Green I gecombineerd met propidium jodide 

(SGPI, 100x concentraat in 0.22 μm-gefilterd dimethylsulfoxide, Invitrogen) voor analyse van 

intacte en beschadigde cellen (Figuur 8). Kleuring werd uitgevoerd zoals beschreven in Props 

et al. (2016) met incubatie gedurende 20 minuten bij 37°C in het donker. Stalen werden 

onmiddellijk na incubatie geanalyseerd. Het aantal GFP-positieve cellen werd zonder kleuring 

bepaald (Figuur 8). Aan de hand van de bepaling van het totaal aantal cellen en de GFP-

positieve cellen, kon het percentage GFP-positieve cellen bepaald worden.  



 

18 

 

 

Figuur 8: Het principe van flow cytometrische bepaling van de totale celconcentratie, intacte celconcentratie en het 
aantal GFP-positieve cellen. De totale celconcentratie bepaling is gebaseerd op SYBR Green I die alle bacteriële 
cellen met nucleïnezuren binnendringt en kleurt onafhankelijk van de membraanintegriteit. De intacte 
celconcentratie bepaling is gebaseerd op een dubbele kleuring met zowel SYBR Green I als propidium jodide, 
waarbij propidium jodide alleen bacteriële cellen met beschadigde celmembranen kan binnendringen en kleuren. 
Hierdoor kan er onderscheid gemaakt worden tussen bacteriële cellen met intacte membranen (met SYBR Green 
gekleurd) en beschadigde (met SYBR Green en propidium jodide gekleurd) bacteriële cellen. Om de abundantie 
van GFP-positieve cellen en dus V. campbellii te bepalen wordt gebruik gemaakt van zijn GFP-expressie. Hierbij 
moet het staal niet gekleurd worden. Het aantal GFP-positieve cellen is het aantal cellen van de invader (herwerkt 
uit Van Nevel et al., 2017). 

In deze studie werden drie flow cytometers (Accuri™ C6, Accuri™ C6+ en Attune™ Nxt) 

gebruikt. De GFP-betrouwbaarheidstesten werden uitgevoerd op de Accuri™ C6 en C6+ flow 

cytometers en de invasie-experimenten op de Attune™ Nxt flow cytometer. De C6 Accuri™ 

en de Accuri™ C6+ flow cytometer (BD Biosciences, België) waren uitgerust met vier 

fluorescentiedetectoren (530/30 nm, 585/40 nm, > 670 nm en 675/25 nm), twee scatter-

detectoren en een 20-mW 488-nm laser. Milli-Q (MerckMillipore, België) werd gebruikt als 

sheath vloeistof. 

De Attune™ Nxt Flow cytometer (ThermoFisher, België) was uitgerust met een 100-mW 

blauwe (488 nm) en 140-mW rode (637 nm) laser en met 6 fluorescentie-detectoren (530/30, 

574/26, 695/40, 780/60, 670/14, 720/30, 780/60) en twee scatter-detectoren. Attune™ 

focusing fluid (ThermoFisher, België) werd gebruikt als sheath vloeistof en de performantie 

van het instrument werd dagelijks geverifieerd met Attune™ Performance Tracking Beads 

(ThermoFisher, België). 

2.1.2.2 Data analyse 

De fcs-bestanden (flow cytometric standard) werden geïmporteerd in R (v3.3.1) (R Core team, 

2008) met behulp van het flowCore-pakket (v1.40.3) (Le Meur et al., 2019). De achtergrond 

van de fingerprints werd verwijderd door handmatig gates te kiezen op de primaire 

fluorescerende kanalen (Figuur 9). Voor elk experiment werd een geschikte gate gemaakt.  
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Figuur 9: Voorbeeld van een flow cytometrische plot met handmatig gekozen gates. Gating werd in dit voorbeeld 
toegepast om de intacte cellen, de beschadigde cellen en de achtergrond van elkaar te onderscheiden (Hammes 
& Egli, 2010). 

2.2 Experimentele setups 

2.2.1 Experiment 1: GFP-betrouwbaarheid 

Voor de start van de invasie-experimenten werd het modelsysteem gevalideerd. De GFP-

expressie van V. campbellii zou gebruikt worden voor de kwantificatie van de invader in de 

microbiële gemeenschap. Met behulp van enkele experimenten werd bepaald of deze GFP-

expressie betrouwbaar en stabiel was onder verschillende nutriëntencondities, dewelke 

relevant waren voor de vooropgestelde experimentele setups. De GFP-expressie werd getest 

in functie van de tijd, over de verschillende groeifasen en onder competitie met een gemengde 

microbiële gemeenschap. Bij al deze experimenten werd V. campbellii opgegroeid in steriel 

medium zonder en met antibiotica (50 mg/L kanamycine). De conditie met antibiotica diende 

als positieve controle, waarbij er geen afname van GFP-expressie werd verwacht, gezien de 

associatie tussen het GFP-eiwit en de kanamycine-resistentie (§ 2.1.1). Bij de conditie zonder 

antibiotica werd nagegaan of V. campbellii het GFP-eiwit zou blijven produceren na meerdere 

generaties bij de afwezigheid van kanamycine.  

2.2.1.1 GFP-betrouwbaarheid over de tijd 

Het doel van deze test was om na te gaan of V. campbellii zijn GFP-expressie zou verliezen 

over de tijd. Er werd voedingsrijk (marine broth) en voedingsarm medium (10x en 100x verdund 

marine broth) aangemaakt. Aangezien marine broth 35 g/L zout bevat, werd het zoutgehalte 

in de verdunde media gecompenseerd zodat er 35 g/L zout aanwezig was in alle media. De 

stabiliteit van het GFP werd bepaald onder verschillende nutriëntencondities om na te gaan of 

V. campbellii onder stresscondities (door nutriënten-schaarste) de productie van het GFP zou 

aanpassen. 
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V. campbellii werd opgegroeid in triplicaat in steriel medium (5 mL) zonder en met antibiotica 

(50 mg/L kanamycine) bij 28°C met shaking (60 rpm). Er werd een negatieve controle met 

steriel medium gebruikt om te controleren op contaminatie. Elke 24 uur werden de culturen 

100-maal verdund in vers medium om de actieve groei en zo ook het maximaal aantal 

generatietijden te verzekeren. De culturen werden geïncubeerd bij 28°C met shaking (60 rpm). 

Bij elke transfer werd een staal genomen voor flow cytometrische analyse. Het totaal aantal 

cellen, de beschadigde cellen en de GFP-positieve cellen werden bepaald met flow cytometrie. 

Dit experiment werd over een periode van 7 dagen uitgevoerd.  

2.2.1.2 GFP-betrouwbaarheid over de groeicurve 

Het doel van deze test was om na te gaan of de GFP-expressie varieerde over de verschillende 

groeistadia. Tijdens de invasie-experimenten werd er gebruik gemaakt van nutriëntenpulsen. 

Daarom was het ook belangrijk om de GFP-betrouwbaarheid over de groeistadia te 

kwantificeren. Voor de start van het experiment werd de groeicurve van V. campbellii opgesteld 

op basis van optische densiteit (OD) metingen. Zoals hierboven beschreven werden drie 

verschillende media aangemaakt (50 mL; marine broth 1x, 10x en 100x verdund). Vervolgens 

werd V. campbellii opgegroeid en geïnoculeerd in steriel medium (5 mL) zonder en met 

antibiotica (50 mg/L kanamycine). 

Na 24 uur incubatie bij 28°C werd de celdensiteit in de culturen bepaald door flow cytometrie. 

De culturen werden verdund tot een densiteit van 106 cellen/mL in steriel medium. Een 96-well 

plaat werd gevuld met 10 replicaten per cultuur om de groeicurve op te starten (200 µL per 

well). De buitenrand van de 96-well plaat werd gevuld met 0.2 µm gefilterd gedemineraliseerd 

water om verdamping van de stalen te reduceren (300 µL per well). De OD bij 600 nm werd 

gemeten met behulp van een Tecan Infinite® M200 PRO multiwell-plaatlezer (Tecan Trading 

AG, Zwitserland) met tijdsintervallen van 15 minuten over een totale periode van 24 uur. De 

temperatuur werd ingesteld op 28°C. 

Gebaseerd op de bekomen groeicurve, werden vier tijdspunten bepaald overeenstemmend 

met de lag fase, de log of exponentiële fase, de vroege stationaire fase en de stationaire fase 

(Figuur 10). De vier tijdspunten waren 2, 5, 8 en 11.5 uur na inoculatie. Voor de start van het 

experiment werd V. campbellii opnieuw opgegroeid en geïnoculeerd aan een startconcentratie 

van 106 cellen/mL in de drie media, op dezelfde manier als hierboven beschreven. Op de vier 

tijdspunten werden stalen genomen voor flow cytometrische analyse, waarbij het totaal aantal 

cellen en de GFP-positieve cellen werden bepaald door flow cytometrie. Naast deze vier 

tijdspunten op de groeicurve, werden ook na 26, 32, 52 en 122 uur stalen genomen om de 

GFP-betrouwbaarheid in de laat stationaire fase te onderzoeken. Voor deze stalen werden 

telkens het totaal aantal cellen, de GFP-positieve cellen en het aantal intacte/beschadigde 

cellen bepaald. Het experiment werd uitgevoerd in biologische triplicaten. Ter controle werd 

tijdens het experiment ook een groeicurve opgesteld op basis van de OD-metingen (Extra 
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figuur 2). De groeicurven verliepen gelijkaardig in vergelijking met deze opgesteld tijdens de 

preliminaire test. 

 

Figuur 10: Preliminaire groeicurven van V. campbellii in de drie verschillende media en in aan- en afwezigheid van 
kanamycine. De groene driehoeken duiden de vier gekozen tijdspunten aan waarop tijdens het experiment stalen 
voor flow cytometrie genomen werden en stemden overeen met de lag fase, de exponentiële fase, de vroege 
stationaire fase en de stationaire fase. De verticale lijn geeft weer wanneer alle culturen zich in stationaire fase 
bevonden (t = 11.5h). Er waren biologische replicaten voor elke conditie (n = 10). 

2.2.1.3  GFP-betrouwbaarheid in gemengde gemeenschappen 

Om na te gaan of de GFP-expressie varieerde wanneer V. campbellii 

interageerde/concurreerde met een gemengde gemeenschap werd een experiment met een 

co-cultuur setup uitgevoerd. Er werd gebruik gemaakt van Transwell-platen (Costar 6-well 

celkweekplaten, Corning, Inc.), waar apicale en basale compartimenten werden gecreëerd met 

behulp van cocultuur-inzetstukken (ThinCert cocultuur-inzetstukken met poriediameters van 

0.4 µm; Greiner Bio-One) (Figuur 11). De membranen van de cocultuur-inzetstukken werden 

vervangen door membranen met kleinere poriegroottes om migratie van bacteriën tussen de 

twee compartimenten (Whatman Cyclopore polycarbonaat en polyestermembranen met 0.2 

µm poriegrootte; GE Life Sciences) te voorkomen. Het membraan laat toe om nutriënten en 

metabolieten tussen de twee compartimenten te transfereren zodat de invader met de 

gemeenschap kan interageren en laat tegelijkertijd toe om de V. campbellii populatie 

individueel te bestuderen. Er werden drie verschillende autochtone gemeenschappen 

gekozen, namelijk zeewater, water uit een cultivatietank voor garnalen (Litopenaeus 

vannamei) en water uit een biofilter dat deel uit maakt van een recirculatiesysteem waarin 
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garnalen (L. vannamei) gekweekt worden. De reden voor het gebruik van verschillende 

gemeenschappen is om de generaliseerbaarheid van de resultaten te kunnen nagaan.  

 

Figuur 11: Co-cultuur opstelling waarbij V. campbellii LMG 21363 werd toegevoegd in het apicale compartiment en 
de gemengde gemeenschap in het basale compartiment. 

Voor de start van het experiment werd V. campbellii opgegroeid in 100x verdund marine broth 

(50 mL) en 24 uur geïncubeerd bij 28°C. Voor het vullen van de 6-well platen werden de 

celdensiteiten van de gemeenschappen en de V. campbellii LMG 21 363 cultuur bepaald met 

flow cytometrie. Vervolgens werden deze verdund tot 105 cellen/mL in vers 100x verdund 

marine broth. In het apicale compartiment werd 2 mL van de V. campbellii cultuur toegevoegd. 

In het basale compartiment werd 4 mL van één van de gemeenschappen toegevoegd. Het 

experiment werd in duplicaat uitgevoerd en de condities werden gerandomiseerd over de 

platen om plaateffecten te vermijden. Een V. campbellii cultuur met steriel medium in plaats 

van een autochtone gemeenschap in het basale compartiment werd gebruikt als controle, met 

en zonder antibiotica (50 mg/L kanamycine). Op elke plaat was ook een controle met steriel 

medium aanwezig om te controleren op crosscontaminatie. 

De gemeenschappen werden gedurende 72 uur geïncubeerd bij 28°C waarbij de platen 

voorzichtig geschud werden (25 rpm) om diffusie van metabolieten tussen de compartimenten 

te bevorderen. Elke 24 uur werden stalen genomen en geanalyseerd met flow cytometrie om 

het totaal aantal cellen, de beschadigde cellen en de GFP-positieve cellen te bepalen. 

2.2.2 Experiment 2: Invasie na nutriëntenpulsen en het belang van invader 
fysiologie 

Nutriëntenpulsen zijn typisch in aquacultuursystemen omwille van de nood aan frequente 

voeding van de gecultiveerde dieren. Het doel van dit experiment was om het invasiepotentieel 

van V. campbellii in een gemengde gemeenschap op verschillende tijdstippen na een 

nutriëntenpuls te kwantificeren. Hiertoe kreeg de gemengde gemeenschap, afkomstig van een 

aquacultuursysteem (water uit een biofilter dat deel uitmaakt van een recirculatiesysteem 

waarin garnalen (L. vannamei) gekweekt worden), een nutriëntenpuls en werd deze 

vervolgens geïnvadeerd door V. campbellii op één van de vier geselecteerde tijdspunten 

(Figuur 12). De vier gekozen tijdspunten voor invasie waren; t1 = tegelijkertijd met de 

nutriëntenpuls; t2 = wanneer de gemeenschap de nutriënten is gaan verbruiken, maar het 

grootste deel ervan nog steeds beschikbaar is; t3 = wanneer de gemeenschap naar 



 

23 

 

verwachting al een groot deel van de nutriënten heeft verbruikt en sterk groeit; t4 = na het 

bereiken van de stationaire fase. 

Het experiment werd ook uitgevoerd in parallel met een tweede invader. Dit was V. campbellii, 

die op hetzelfde tijdstip als de gemeenschappen eenzelfde nutriëntenpuls toegediend kreeg. 

Op deze manier groeide deze invader actief, terwijl de andere invader reeds in stationaire fase 

was. Het doel hiervan was om na te gaan of de initiële fysiologie van de invader een invloed 

had op het invasiepotentieel.  

 

Figuur 12: Visualisatie van de opzet van experiment 2, waarbij de vier verschillende condities worden getoond. Alle 
gemeenschappen ontvingen een nutriëntenpuls op t1 en er werd steeds op een ander tijdstip geïnvadeerd en dit 
door zowel een invader die ook een nutriëntenpuls ontvangen had, als door een invader die in stationaire fase was. 
Met uitzondering bij tijdstip t1 waarbij enkel invasie met de stationaire invader werd uitgevoerd. De gekozen 
tijdstippen zijn op basis van de preliminaire groeicurven van de gemengde gemeenschap en V. campbellii LMG 
21363 (Extra figuur 7 en Extra figuur 8) (t1 = 0h, t2 = 3h, t3 = 8h, t4 = 12h, t5 = 24h, t6 = 36h, t7 = 48h). 

Voor de start van het experiment werd V. campbellii opgegroeid in LB/100 + 35g/L IO (LB: 

Lysogeny broth) (50 mL). De gemengde gemeenschap werd hiertoe 10x verdund in duplicaat 

in LB/100 + 35g/L IO (50 mL). Op deze manier werd de gemeenschap reeds geadapteerd aan 

dezelfde nutriënten waarin de invader opgegroeid werd en dewelke ook gebruikt werd om 

tijdens het experiment de nutriëntenpuls te geven. De invader en de gemengde gemeenschap 

werden 24 uur geïncubeerd bij 28°C. Bij de start van het experiment werd de gemengde 

gemeenschap cultuur verdeeld over 12-well platen (2 mL per well) in biologische triplicaten 

per conditie. Naast de 8 gemeenschappen (4 invasietijdstippen, 2 verschillende invaders) 

werden ook de gemeenschap zonder invader en de invader alleen in de 12-well platen 

verdeeld, ter controle. De condities werden gerandomiseerd over de platen om plaat-effecten 

in de resultaten te vermijden. Elke plaat bevatte een well met steriel medium ter controle voor 

crosscontaminatie. De platen werden tijdens het experiment bewaard in een 28°C incubator 

met shaking (60 rpm) om de nutriënten zo homogeen mogelijk te verdelen. 
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Elke gemeenschap kreeg een nutriëntenpuls van 1.0 mg/mL LB (5.55 maal groter dan de reeds 

aanwezige nutriënten). Voor de invasiepuls werd op elk van de vier tijdstippen de celdensiteit 

van de invader bepaald met flow cytometrie. Ook werd de hoeveelheid cultuur die nodig was 

om een invasie uit te voeren met 106 invader cellen/mL bepaald. Voor elk volgend invasie-

event werden het totaal aantal cellen en de GFP-positieve cellen in elke gemeenschap bepaald 

met behulp van flow cytometrie. Verder werden ook op 24, 32 en 48 uur na de eerste invasie 

dezelfde parameters bepaald met flow cytometrie. De flow cytometrische metingen werden 

uitgevoerd in technische triplicaten.  

In parallel werd als controle de OD bij 600 nm gemeten met behulp van een Tecan Infinite® 

M200 PRO multiwell-plaatlezer (Tecan Trading AG, Zwitserland) met tijdsintervallen van 15 

minuten over een totale periode van 72 uur. De temperatuur werd ingesteld op 28°C. 

2.2.3 Experiment 3: Invasie na herhaaldelijke nutriëntenpulsen 

In de praktijk wordt voeding meermaals per dag toegediend in garnaalkwekerijen. Dit 

experiment werd uitgevoerd om na te gaan of gemeenschappen die reeds herhaaldelijke 

nutriëntenpulsen ontvangen hadden voor de invasie meer of minder invasieresistent waren in 

vergelijking met gemeenschappen die nog geen eerdere nutriëntenpuls ontvangen hadden. 

Hiernaast werd nagegaan of herhaaldelijke nutriëntenpulsen na de invasie de aanwezigheid 

van V. campbellii in de autochtone gemeenschap kon verlengen in vergelijking met een 

eenmalige puls.  

De gemeenschap en de V. campbellii cultuur werden op dezelfde manier voorbereid zoals 

beschreven in het vorige experiment. Op basis van preliminaire testen werd gekozen voor het 

toedienen van een nutriëntenpuls elke 3 uur (Extra figuur 9, Extra figuur 10 en Extra figuur 11). 

Hiernaast werd er ook voor gekozen om de helft minder nutriënten toe te dienen per puls in 

vergelijking met het vorige experiment en dit om ervoor te zorgen dat de bacteriële densiteit 

niet te hoog zou worden tijdens het experiment. Er werden vijf verschillende condities getest 

met een verschillende nutriëntenpulsfrequentie en invasie timing (Figuur 13). Conditie A, B, C 

en D werden met elkaar vergeleken om na te gaan of de gemeenschap meer of minder 

invasieresistent was na het verkrijgen van herhaaldelijke nutriëntenpulsen voor de invasie. 

Conditie A en E werden met elkaar vergeleken om na te gaan of herhaaldelijke 

nutriëntenpulsen na de invasie de aanwezigheid van V. campbellii in de autochtone 

gemeenschap kon verlengen. 
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Figuur 13: De vijf geteste condities, die elk een andere combinatie hebben van invasie timing en 
nutriëntenpulsfrequentie. Conditie A, B, C en D werden met elkaar vergeleken om na te gaan of de gemeenschap 
meer of minder invasieresistent was na het verkrijgen van herhaaldelijke nutriëntenpulsen voor de invasie. Conditie 
A en E werden met elkaar vergeleken om na te gaan of herhaaldelijke nutriëntenpulsen na de invasie de 
aanwezigheid van V. campbellii in de autochtone gemeenschap kon verlengen. 

De verschillende condities werden gemaakt in 24-well platen (2 mL per well) in biologische 

triplicaten per conditie. De replicaten werden gerandomiseerd over de platen om plaat-effecten 

in de resultaten te vermijden. Voor elke invasie en nutriëntenpuls werden stalen genomen en 

geanalyseerd via flow cytometrie en het totaal aantal cellen en het aantal GFP-positieve cellen 

werden bepaald. De celdensiteit van de V. campbellii cultuur werd voor de initiële invasie 

bepaald door flow cytometrie. Ook de hoeveelheid volume die nodig was om een invasie uit te 

voeren van 106 cellen/mL werd bepaald. De nutriëntenpuls die toegediend werd was 0.5 

mg/mL LB (2.775 maal groter dan de reeds aanwezige nutriënten). Tussen elk tijdspunt 
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werden de platen bewaard in een 28°C incubator met shaking (60 rpm) om de nutriënten zo 

homogeen mogelijk te verdelen.  

In parallel werd als controle de optische dichtheid (OD) bij 600 nm gemeten met behulp van 

een Tecan Infinite® M200 PRO multiwell-plaatlezer (Tecan Trading AG, Zwitserland) met 

tijdsintervallen van 5 minuten over een totale periode van 49 uur. De temperatuur werd 

ingesteld op 28°C. 
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3 Resultaten 

3.1 Experiment 1: Validatie van het modelsysteem 

In het vooropgestelde invasiemodel werd de invaderende pathogeen, V. campbellii LMG 

21363, opgevolgd in gemengde microbiële gemeenschappen door middel van een GFP-eiwit, 

hetgeen te detecteren was met behulp van flow cytometrie. De GFP-expressie kan echter 

afhankelijk zijn van de milieucondities waarin het organisme zich bevindt. Aan de hand van 

drie experimenten werd bepaald of de expressie betrouwbaar en stabiel was onder de 

experimentele condities die in deze studie gebruikt werden. De GFP-expressie werd getest in 

functie van de tijd, over de groeicurve van V. campbellii en in relatie met een gemengde 

microbiële gemeenschap.  

3.1.1 GFP-betrouwbaarheid over de tijd 

Met dit experiment werd nagegaan of de GFP-expressie verloren ging over de tijd. Hierbij 

werden over een periode van zeven dagen elke 24 uur de culturen 100-maal verdund in vers 

medium. De media met kanamycine dienden als positieve controles door de associatie van 

het GFP-eiwit met kanamycine-resistentie. 

 

Figuur 14: Het percentage van GFP-positieve cellen in functie van de tijd, in de aan- en afwezigheid van 
kanamycine, onder de verschillende nutriëntencondities. Er waren biologische replicaten voor elke conditie (n = 3). 
De lijnen geven de gemiddelde trend van de replicaten aan. 
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Bij de stalen zonder kanamycine was er een algemene neerwaartse trend op te merken bij alle 

nutriëntenconcentraties over de zeven dagen (Figuur 14). Bij de stalen met kanamycine bleef 

de GFP-expressie aanwezig (50 - 100 % GFP-positieve cellen).  

Indien de verschillende nutriëntenconcentraties bij de stalen zonder kanamycine vergeleken 

werden, was er duidelijk een veel snellere neerwaartse trend bij de rijkere media in vergelijking 

met het armere medium. In het 0.01 x MB medium werd het GFP-signaal na vier dagen 

gemiddeld lager dan 50 % en ging het pas na zeven dagen helemaal verloren, terwijl dit bij de 

rijkere media (0.1 x MB en 1 x MB) al na twee dagen het geval was.  

Indien de totale celdensiteiten nader bekeken werden, werd er opgemerkt dat er nagenoeg 

geen verschil was tussen de conditie met antibiotica en zonder (Extra figuur 1). Tussen de 

verschillende media was er wel een duidelijk verschil op te merken. In het 0.01 x MB medium 

bereikte de stam elke dag een gemiddelde celdensiteit van 3.8 x ± 5.5 x 107 cellen/mL. In het 

0.1 x MB medium was dit 2.7 ± 1.1 x 108 cellen/mL en in het 1 x MB medium bereikte de stam 

een celdensiteit van 6.3 ± 2.2 x 108 cellen/mL. Deze steeds hoge celdensiteiten liggen in de 

verwachtingen aangezien de stam zich steeds in stationaire fase bevond na 24 uur en er dus 

verwacht werd dat de meeste nutriënten omgezet werden naar biomassa. Het percentage 

intacte cellen voor alle media, in de aan- en afwezigheid van kanamycine was elke dag zeer 

hoog met een gemiddelde van 96.9 ± 2.3 % (Extra figuur 1).  

3.1.2 GFP-betrouwbaarheid over de groeicurve van V. campbellii LMG 21363 

Met dit experiment werd getracht aan te tonen of de intensiteit van het GFP-signaal afwijkt 

over de verschillende groeifasen. Een preliminaire groeicurve van V. campbellii werd 

opgesteld, waarna er vier tijdspunten werden gekozen overeenstemmend met de 

verschillende groeifasen (Figuur 10).  
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Figuur 15: De totale celdensiteit (A) en het percentage GFP-positieve cellen (B) in functie van de tijd, in de aan- en 
afwezigheid van kanamycine, onder de verschillende nutriëntencondities. De gemeten punten werden zo gekozen 
dat het de groeifasen van V. campbellii LMG 21363 omvatte. Er waren biologische replicaten voor elke conditie (n 
= 3). De lijnen geven de gemiddelde trend van de replicaten aan. 

Over de gehele groeicurve van V. campbellii was er steeds een hoge GFP-expressie op te 

merken voor alle nutriëntenconcentraties (Figuur 15B). Na 11.5 uur daalde de GFP-expressie 

in het rijkste medium (1 x MB), terwijl in de andere media de GFP-expressie steeds hoog bleef, 

wat een bevestiging was van de resultaten van de vorige sectie. In de media 0.01 x MB en 0.1 

x MB was er bijna geen verschil op te merken tussen de aan- of afwezigheid van kanamycine, 

op één replicaat in het 0.01 x MB medium na. In het 1 x MB medium daalde de conditie zonder 

kanamycine tot gemiddeld 36.8 ± 6.3 % terwijl de conditie met kanamycine gemiddeld 82.2 ± 

14.6 % was.  

De celdensiteiten van alle media hadden een gelijkaardig stijgende trend (Figuur 15A). In het 

0.01 x MB medium bereikte V. campbellii zijn maximale celdensiteit van 4.3 ± 0.4 x 107 

cellen/mL na 11.5 uur, waarna het constant bleef. In het 0.1 x MB medium bereikte V. 

campbellii zijn maximale celdensiteit van 4.1 ± 1.5 x 108 cellen/mL na 52 uur, waarna het 

constant bleef. In het 1 x MB medium bereikte V. campbellii de maximale celdensiteit van 1.1 

± 0.09 x 109 cellen/mL na 50 uur, waarna het ook constant bleef. Tijdens de groei waren er 

geen verschillen tussen de condities met en zonder antibiotica.  
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3.1.3 GFP-betrouwbaarheid wanneer V. campbellii LMG 21363 interageert met 
een gemende gemeenschap 

Wanneer de invader concurreert en interageert met een microbiële gemeenschap, zal hij zijn 

genexpressie aanpassen. Met dit experiment werd gekwantificeerd wat het effect van de 

aanwezigheid van een gemengde gemeenschap was op de GFP-expressie van V. campbellii. 

Het experiment werd uitgevoerd in een co-cultuur setup waarbij twee compartimenten werden 

aangemaakt, één voor de invader en één voor de gemeenschap. Deze setup liet toe om 

nutriënten en metabolieten tussen de twee compartimenten te transfereren. Hierbij werd 

slechts gebruik gemaakt van één medium, namelijk 0.01 x MB, omdat de vorige experimenten 

hadden aangetoond dat de GFP-expressie in dit medium het langst stabiel bleef en dus het 

meest betrouwbaar was. Er werden drie gemeenschappen getest en de reden hiervoor was 

om de generaliseerbaarheid van de resultaten na te kunnen gaan. 

 

Figuur 16: Het percentage GFP-positieve cellen in functie van de tijd en onderverdeeld over de verschillende 
geteste condities. Er waren duplicaten voor elke conditie (n = 2).  

In de drie geteste gemeenschappen daalde de GFP-expressie volgens een gelijkaardig 

neerwaartse trend over de drie dagen (Figuur 16). Na drie dagen was de GFP-expressie 

gedaald van 100 % naar gemiddeld 87.4 ± 6.8 %. Wanneer V. campbellii zich in een gemengde 

cultuur bevond, was er duidelijk een sterkere neerwaartse trend ten opzichte van de axenische 

cultuur. Hierbij daalde de GFP-expressie in de axenische cultuur tot gemiddeld 96.5 ± 4.8 %. 

Tussen de drie geteste gemeenschappen waren er geen significante verschillen (p > 0.05).  

Als conclusie kon gesteld worden dat de GFP-expressie over de verschillende GFP-

betrouwbaarheidstesten het minst lang stabiel bleef in het rijkste medium (1 x MB) en bij de 

afwezigheid van kanamycine. De GFP-expressie daalde ook wanneer V. campbellii 

interageerde met een autochtone gemeenschap. 
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3.2 Experiment 2: Invasie na nutriëntenpulsen 

3.2.1 Belang van de timing van introductie van een invader na een 
nutriëntenpuls 

In typische aquacultuursystemen moeten de gecultiveerde organismen meerdere malen per 

dag gevoederd worden. Tijdens zo een voedingsevent wordt er een grote hoeveelheid 

nutriënten in het water gebracht. Met dit experiment werd het invasiepotentieel van V. 

campbellii LMG 21363 gekwantificeerd op verschillende tijdspunten na toevoeging van een 

nutriëntenpuls.  

 

Figuur 17: Absolute invader abundantie over de tijd bij vier verschillende invasietijdspunten (t1 = 0h, t2 = 3h, t3 = 
8h, t4 = 12h na de initiële nutriëntenpuls). Er waren technische (n = 3) en biologische (n = 3) replicaten per conditie. 
De rode pijlen duiden de timing van invasie aan. 

De verschillende invasietijdspunten resulteerden steeds in verschillende patronen van invader 

abundantie (Figuur 17). Bij invasietijdspunt 1 (i.e. invasie tegelijkertijd met de nutriëntenpuls) 

werd geobserveerd dat de invader uitgroeide tot een maximale abundantie van 5.2 ± 3.3 x 106 

cellen/mL, 12 uur na de invasie. De abundantie daalde geleidelijk en 14 uur later werd het 

minimum van 4.3 ± 2.3 x 105 cellen/mL bekomen, waarna het constant bleef op dit niveau tot 

het einde van het experiment. 
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Bij invasietijdspunt 2 groeide de invader uit tot een maximale abundantie van 3.7 ± 1.3 x 106 

cellen/mL, 5 uur na de invasie. Deze abundantie bleef constant over de volgende 4 uur, waarna 

het daalde tot 6.9 ± 1.5 x 105 cellen/mL, 14 uur later. Bij het derde invasietijdspunt was er een 

gelijkaardig verloop op te merken zoals bij invasietijdspunt 2, een snelle groei tot een maximale 

densiteit en daarna een daling in abundantie. In dit geval groeide de invader na 4 uur uit tot 

een maximale abundantie van 3.1 ± 0.9 x 106 cellen/mL, waarna deze daalde tot een 

abundantie van 8.9 ± 3.9 x 105 cellen/mL, 14 uur later. De invader bleef de volgende 10 uur 

nog aanwezig in deze abundantie. Het laatste invasietijdspunt 4 toonde een zeer geringe groei 

van de invader na de invasie. 14 uur na de initiële invasie groeide het maar uit tot een 

abundantie van 6.4 ± 4.0 x 105 cellen/mL. Aangezien de invader werd toegediend aan een 

densiteit van 1.0 x 106 cellen/mL was er bij invasietijdspunt 4 geen groei, maar enkel een 

afname. De invader bleef in de gemeenschap met een gemiddelde abundantie van 6.6 ± 6.2 

x 105 cellen/mL tot het einde van het experiment. 

3.2.2 Belang van invader fysiologie  

 

Figuur 18: Absolute invader abundantie van de stationaire invader en de invader met nutriëntenpuls over de tijd bij 
vier verschillende invasietijdspunten (t1 = 0h, t2 = 3h, t3 = 8h, t4 = 12h na de initiële nutriëntenpuls). Er waren 
technische (n = 3) en biologische (n = 3) replicaten per conditie. De rode pijlen duiden de timing van invasie aan. 

De vergelijking tussen de twee invaders met verschillende fysiologie leidde tot een verschil in 

invasiepotentieel (Figuur 18). De invader met nutriëntenpuls bevond zich na de nutriëntenpuls 
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in de exponentiële groeifase ten opzichte van de invader in stationaire fase. Op invasietijdspunt 

1 werd enkel met de stationaire invader geïnvadeerd. De invader met nutriëntenpuls werd pas 

bij invasietijdspunt 2 toegediend. Indien invasietijdspunt 2 nader bekeken werd, kon er heel 

duidelijk een verschil tussen de twee invaders met een verschillende fysiologie waargenomen 

worden. De invader met nutriëntenpuls groeide na 5 uur uit tot een abundantie van 6.9 ± 2.5 x 

106 cellen/mL, terwijl de stationaire invader na 5 uur uitgroeide tot een abundantie van 3.7 ± 

1.3 x 106 cellen/mL. Deze abundantie werd nog aangehouden tot 9 uur na de invasie bij beide 

invaders. 24 uur later was de abundantie van de invader met nutriëntenpuls gedaald tot 2.9 ± 

1.0 x 106 cellen/mL en de abundantie van de stationaire invader was gedaald tot 6.9 ± 1.5 x 

105 cellen/mL. 4 uur later was er opnieuw een daling bij beide invaders tot 1.6 ± 0.8 x 106 

cellen/mL en 4.1 ± 3.4 x 105 cellen/mL respectievelijk.  

Bij invasietijdspunt 3 groeiden beide invaders na 4 uur na de invasie uit tot gelijke abundanties 

van gemiddeld 2.9 ± 0.8 x 106 cellen/mL. 24 uur later waren beide invaders gedaald tot 

gemiddeld 1.1 ± 0.4 x 106 cellen/mL, waarna het nog constant bleef voor 4 uur. 

Bij invasietijdspunt 4 groeiden de invaders uit tot de laagste abundanties na de invasie. Dit 

was voor de invader met nutriëntenpuls tot 1.8 ± 0.5 x 106 cellen/mL en voor de stationaire 

invader tot 6.4 ± 4.0 x 105 cellen/mL, 14 uur na de invasie. De abundantie van de stationaire 

invader zit onder de inoculatie concentratie van 1.0 x 106 cellen/mL. Enkel de invader met 

nutriëntenpuls vertoonde in dit invasietijdspunt groei. 20 uur later daalde de abundantie voor 

de invader met een nutriëntenpuls met 15 % en de stationaire invader bleef constant. 

 

Figuur 19: De totale celdensiteiten van de gemeenschappen met de twee verschillende invaders (i.e. met 
nutriëntenpuls en de stationaire invader) en de autochtone gemeenschap (zonder invasie) in functie van de tijd. Er 
waren technische (n = 3) en biologische (n = 3) replicaten per conditie. De lijnen geven de gemiddelde trend van 
de replicaten aan. 

De totale celdensiteiten van de invader met nutriëntenpuls, de stationaire invader en de 

autochtone gemeenschap (zonder invasie) hadden een gelijkaardig stijgend verloop (Figuur 

19). De twee gemeenschappen met de invaders bereikten een gemiddelde maximale 
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celdensiteit van 3.8 ± 1.1 x 108 cellen/mL na 26 uur. De autochtone gemeenschap zonder 

invader bereikte een maximale celdensiteit van 3.9 ± 2.9 x 108 cellen/mL na 36 uur.  

 

Figuur 20: Relatieve invader abundantie van de stationaire invader en de invader met nutriëntenpuls over de tijd bij 
vier verschillende invasietijdspunten (t1 = 0h, t2 = 3h, t3 = 8h, t4 = 12h na de initiële nutriëntenpuls). Er waren 
technische (n = 3) en biologische (n = 3) replicaten per conditie. De rode pijlen duiden de timing van invasie aan. 

Wanneer de relatieve invader abundantie onderzocht werd, waren er ook steeds verschillende 

patronen op te merken over de verschillende invasietijdspunten (Figuur 20). Bij invasietijdspunt 

1 bereikte de stationaire invader een relatieve abundantie van gemiddeld 3.6 ± 3.0 %, wat nog 

constant bleef tot 12 uur na de invasie. 26 uur na de invasie daalde de relatieve abundantie 

tot een minimum van 0.09 ± 0.08 %.  

Bij invasietijdspunt 2 bereikte de stationaire invader een maximale relatieve abundantie van 

3.0 ± 2.3 %, 5 uur na de invasie. Terwijl de invader met nutriëntenpuls een maximale relatieve 

abundantie van 5.8 ± 2.2 % bereikte, 5 uur na de invasie. Hierna was er voor beide invaders 

een dalende trend. 

Bij invasietijdspunt 3 bereikten beide invaders een maximale relatieve abundantie van 1.5 ± 

0.6 %, 4 uur na de invasie. 14 uur later daalde het tot 0.26 ± 0.11 % en bleef het constant. Bij 

invasietijdspunt 4 bereikte enkel de invader met nutriëntenpuls een significante relatieve 

abundantie van 0.45 ± 0.12 %, 14 uur na de invasie.  
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Figuur 21: De totale celdensiteiten van twee controles; V. campbellii en de autochtone gemeenschap. Er waren 
technische (n = 3) en biologische (n = 3) replicaten per conditie. De lijnen geven de gemiddelde trend van de 
replicaten aan. 

Bij dit experiment werd ook de dynamica van een pure cultuur van V. campbellii en een niet-

geïnvadeerde gemeenschap opgevolgd (Figuur 21). Hieruit bleek dat V. campbellii steeds een 

hogere celdensiteit bereikte dan de autochtone gemeenschap. De celdensiteit van V. 

campbellii was gemiddeld 35.0 ± 9.6 % hoger dan de gemeenschap tussen 3 uur en 36 uur. 

De begin celdensiteit verschilde meer tussen de twee controles. De gemeenschap startte bij 

een celdensiteit van 1.8 ± 0.2 x 107 cellen/mL, terwijl V. campbellii bij een celdensiteit van 6.8 

± 0.7 x 107 cellen/mL startte. De gemeenschap bereikte zijn maximale celdensiteit van 4.9 ± 

1.2 x 108 cellen/mL na 36 uur. V. campbellii bereikte zijn maximale celdensiteit van 7.5 ± 1.3 x 

108 cellen/mL na 56 uur.  

3.3 Experiment 3: Invasie na herhaaldelijke nutriëntenpulsen 

In de praktijk wordt er in de larvale stadia van garnalen om de drie uur voeding toegediend. 

Met dit experiment werd de invloed van het herhaaldelijk toedienen van nutriënten op het 

invasiepotentieel bepaald. Enerzijds werd nagegaan of een gemeenschap, die reeds 

meerdere nutriëntenpulsen gekregen had voor het invasie-event, meer of minder weerbaar 

was in vergelijking met een autochtone gemeenschap die nog geen nutriëntenpuls gekregen 

had voor de invasie. Anderzijds werd er nagegaan of een herhaaldelijke nutriëntenpuls ervoor 

kon zorgen dat de invader V. campbellii LMG 21363 na invasie langer in de microbiële 

gemeenschap bleef. De verduidelijking over de gebruikte condities wordt weergegeven in 

Figuur 13. 
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3.3.1 Invloed van herhaaldelijke nutriëntenpulsen op het invasiepotentieel  

 

Figuur 22: De totale celdensiteiten van alle condities bij conditie A, B, C en D in functie van de tijd. Conditie A, B, 
C en D werden met elkaar vergeleken om na te gaan of de gemeenschap meer of minder invasieresistent is na het 
verkrijgen van herhaaldelijke nutriëntenpulsen voor de invasie. Conditie A: invasie op 0h en nutriëntenpuls op 0h; 
Conditie B: invasie op 3h en nutriëntenpulsen op 0h en 3h; Conditie C: invasie op 6h en nutriëntenpulsen op 0h, 3h 
en 6h; Conditie D: invasie op 9h en nutriëntenpulsen op 0h, 3h, 6h en 9h. Er waren biologische replicaten per 
conditie (n = 3). De rode pijlen duiden de timing van invasie aan en de groene balken tonen de timing van de 
nutriëntenpulsen aan. De lijnen geven de gemiddelde trend van de replicaten aan. 

De algemene trend van de absolute gemeenschap abundanties was bij elke conditie stijgend 

over het verloop van 45 uur (Figuur 22). Conditie A groeide uit tot een maximale abundantie 

van 1.0 ± 0.1 x 108 cellen/mL, conditie B tot 1.2 ± 0.1 x 108 cellen/mL, conditie C tot 1.8 ± 0.2 

x 108 cellen/mL en conditie D groeide uit tot een maximale abundantie van 3.6 ± 0.06 x 108 

cellen/mL na 45 uur. Het is duidelijk dat er een verband is tussen het aantal toegediende 

nutriëntenpulsen en de maximale abundantie van de condities en hoe snel deze bereikt 

worden. Hoe meer nutriëntenpulsen toegediend werden, hoe hoger de abundantie van de 

gemeenschap uitgroeide.  
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Figuur 23: (A) De absolute invader abundantie bij conditie A, B, C en D in functie van de tijd. (B) De relatieve invader 
abundantie bij conditie A, B, C en D in functie van de tijd. Condities A, B, C en D werden met elkaar vergeleken om 
na te gaan of de gemeenschap meer of minder invasieresistent was na het verkrijgen van herhaaldelijke 
nutriëntenpulsen voor de invasie. Conditie A: invasie op 0h en nutriëntenpuls op 0h; Conditie B: invasie op 3h en 
nutriëntenpulsen op 0h en 3h; Conditie C: invasie op 6h en nutriëntenpulsen op 0h, 3h en 6h; Conditie D: invasie 
op 9h en nutriëntenpulsen op 0h, 3h, 6h en 9h. Er waren biologische replicaten per conditie (n = 3). De rode pijlen 
duiden de timing van invasie aan en de groene balken tonen timing van de nutriëntenpulsen aan. De lijnen geven 
de gemiddelde trend van de replicaten aan. 

De totale invader abundantie en de snelheid waarmee de verschillende condities dit bereikten, 

verschilden nadrukkelijk met elkaar (Figuur 23A). Bij conditie A, waar de invasie- en 

nutriënttoediening op hetzelfde tijdstip plaatsvond, groeide de invader abundantie na 6 uur tot 

zijn maximum van 7.6 ± 3.4 x 105 cellen/mL. Deze abundantie daalde lichtjes tot 5.1 ± 0.1 x 

105 cellen/mL na 25 uur na de invasie en bleef constant tot 45 uur na de invasie. Bij conditie 
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B groeide de invader abundantie na 3 uur na de invasie uit tot 2.5 ± 0.2 x 105 cellen/mL, waarna 

het constant bleef tot 42 uur na de invasie. Conditie C vertoonde een gelijkaardig verloop als 

conditie B. Na 3 uur na de invasie groeide de invader abundantie uit tot 1.9 ± 0.07 x 105 

cellen/mL, waarna het 39 uur na de invasie constant bleef. Conditie D vertoonde de traagste 

groei in abundantie na de invasie. Pas 23 uur na de invasie werd zijn maximale abundantie 

van 2.3 ± 0.3 x 105 cellen/mL bereikt. 

De relatieve invader abundanties van condities A en B vertoonden een gelijkaardig verloop 

(Figuur 23B). Conditie A groeide na 6 uur na de invasie uit tot een relatieve invader abundantie 

van 4.6 ± 1.2 %, waarna het 3 uur later sterk daalde tot 1.1 ± 0.4 %. Hierna bleef een dalende 

trend zich aanhouden tot een minimum van 0.5 ± 0.08 % na 45 uur. Conditie B groeide na 3 

uur na de invasie uit tot een relatieve invader abundantie van 1.3 ± 0.1 %, waarna het later 

ook sterk daalde tot 0.14 ± 0.07 %. Conditie C en D vertoonden zeer lage relatieve invader 

abundanties na de invasie. De maximale relatieve invader abundantie voor conditie C was 

0.15 ± 0.04 %, wat na 33 uur werd bereikt. Conditie D bereikte een maximale relatieve invader 

abundantie van 0.09 ± 0.01 % na 25 uur.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

39 

 

3.3.2 Invloed van herhaaldelijke nutriëntenpulsen op de verblijftijd van de 
invader V. campbellii in de microbiële gemeenschap 

 

Figuur 24: De totale celdensiteiten bij conditie A en E in functie van de tijd. Conditie A en E werden met elkaar 
vergeleken om na te gaan of herhaaldelijke nutriëntenpulsen na invasie de aanwezigheid van V. campbellii in de 
autochtone gemeenschap kon verlengen. Conditie A: Invasie op 0h en nutriëntenpuls op 0h; Conditie E: invasie op 
0h en nutriëntenpulsen op 0h, 3h, 6h en 9h. Er waren biologische replicaten per conditie (n = 3). De rode pijlen 
duiden de timing van invasie aan en de groene balken tonen de timing van de nutriëntenpulsen aan. De lijnen 
geven de gemiddelde trend van de replicaten aan. 

De absolute abundanties van de gemeenschappen groeiden sneller en hoger uit bij conditie E 

dan bij conditie A (Figuur 24). Conditie E bereikte een maximale celdensiteit van 3.5 ± 0.7 x 

108 cellen/mL na 45 uur, terwijl conditie A slechts een maximale abundantie bereikte van 1.0 

± 0.1 x 108 cellen/mL na 45 uur.  
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Figuur 25: (A) De absolute invader abundantie bij conditie A en E in functie van de tijd. (B) De relatieve invader 
abundantie bij conditie A en E in functie van de tijd. Conditie A en E werden met elkaar vergeleken om na te gaan 
of herhaaldelijke nutriëntenpulsen na invasie de aanwezigheid van V. campbellii in de autochtone gemeenschap 
kon verlengen. Conditie A: invasie op 0h en nutriëntenpuls op 0h; Conditie E: invasie op 0h en nutriëntenpulsen op 
0h, 3h, 6h en 9h. Er waren biologische replicaten per conditie (n = 3). De rode pijlen duiden de timing van invasie 
aan en de groene balken tonen de timing van de nutriëntenpulsen aan. De lijnen geven de gemiddelde trend van 
de replicaten aan. 
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De totale invader abundanties verschilden duidelijk tussen conditie A en E (Figuur 25A). 

Conditie E bereikte een maximale invader abundantie van 1.1 ± 0.04 x 106 cellen/mL na 33 

uur, terwijl conditie A een maximale invader abundantie bereikte van 7.6 ± 3.4 x105 cellen/mL 

na 9 uur. Na het bereiken van de maximale abundantie bij conditie A, was er na 14 uur een 

daling tot 5.1 ± 1.4 x 105 cellen/mL, waarna het constant bleef tot 45 uur na de invasie. Na 9 

uur bij conditie E werd het maximum al bijna bereikt en had het een licht stijgend verloop tot 

zijn maximum.  

Het verloop van de relatieve invader abundantie was bij beide condities gelijkaardig (Figuur 

25B). Na de invasie steeg bij beide condities de relatieve abundantie tot een piek van 4.6 ± 

1.2 % na 6 uur bij conditie A en tot 1.1 ± 0.3 % bij conditie E na 3 uur. 3 uur later daalde bij 

beide condities de relatieve abundantie sterk, waarna het een blijvend dalend verloop 

vertoonde.  
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4 Algemene discussie 

4.1 Invasie studies met fluorescente proteïnen 

4.1.1 Bespreking van de resultaten 

Het modelsysteem voor invasie werd gevalideerd om een inzicht te krijgen of de GFP-

expressie van de invaderende pathogeen, V. campbellii LMG 21363, stabiel en betrouwbaar 

was. Hierbij werden drie testen uitgevoerd, waarbij de GFP-expressie getest werd in functie 

van de tijd, de groeifasen en in relatie met een gemengde gemeenschap. 

In functie van de tijd daalde de GFP-expressie bij de conditie zonder kanamycine, terwijl bij de 

conditie met kanamycine, zoals verwacht, de GFP-expressie hoog bleef (Figuur 14). Een 

tweede observatie bij dit experiment was dat indien de verschillende nutriëntencondities met 

elkaar vergeleken werden in afwezigheid van kanamycine, de GFP-expressie een veel 

snellere daling had in het rijkere medium (1 x MB) ten opzichte van de twee armere media 

(0.01 x MB en 0.1 x MB). De vooropgestelde hypothese was dat V. campbellii zijn GFP-

productie zou verminderen onder stresscondities, in dit geval een nutriëntentekort. Maar in 

tegenstelling tot de hypothese daalde de GFP-expressie van V. campbellii het snelst in het 

rijkste medium. Onder alle nutriëntenconcentraties vertoonde V. campbellii LMG 21363 steeds 

een hoge GFP-expressie (± 100 %) tijdens de exponentiële groei (Figuur 15). Na het bereiken 

van de stationaire fase (na 11.5 uur) vertoonde het rijkste medium (1 x MB) een daling in GFP-

expressie, terwijl het bij de andere media steeds hoog bleef. Dit was een bevestiging van de 

vorige resultaten waarbij er ook een snellere afname waargenomen werd bij het rijkste 

medium. Wanneer de invader interageert met een gemengde microbiële gemeenschap werd 

verwacht dat de invader zijn algemene genexpressie ging aanpassen, wat mogelijks kan 

resulteren in een daling van de GFP-expressie. De drie geteste gemeenschappen vertoonden 

eenzelfde patroon waarbij er een daling was van de GFP-expressie over de drie dagen naar 

gemiddeld 87.4 ± 6.8 % in vergelijking met 96.5 ± 4.8 % in de afwezigheid van de gemengde 

gemeenschap (Figuur 16). Hieruit blijkt dat wanneer de invader interageert en in competitie 

gaat met de gemengde microbiële gemeenschap hij zijn genexpressie aanpast en bijgevolg 

de GFP-expressie zal dalen.  

Uit deze resultaten is gebleken dat de GFP-expressie van de model-invader niet stabiel is. Het 

verlies van de GFP-expressie en de timing ervan is afhankelijk van de hoeveelheid nutriënten 

die aanwezig zijn in het medium. Ook is het afhankelijk van de timing over de groeicurve, waar 

er bij de laat stationaire fase verlies van GFP-expressie op te merken was. Ook is het 

afhankelijk van de aanwezigheid van een autochtone microbiële gemeenschap. Op basis van 

deze resultaten werd besloten om voor de volgende invasie-experimenten steeds met lage 

nutriëntenconcentraties te werken en de experimenten niet langer te laten duren dan drie 

dagen. Het verlies van de GFP-expressie kan te verklaren zijn door een korte halfwaardetijd 

van het GFP-eiwit. Een hieropvolgend experiment dat dit bepaalt, zou hier meer duidelijkheid 

over moeten geven. Hiernaast kunnen ook twee mogelijke verklaringen (i.e. een afwijkend 
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groeipatroon of celdood) weerlegd worden aan de hand van de resultaten (Extra figuur 1, Extra 

figuur 3, Extra figuur 4 en Extra figuur 5). Een andere mogelijkheid is dat de GFP-variant die 

gebruikt wordt in dit onderzoek geen stabiele variant is. In bijvoorbeeld de studie van Tombolini 

et al. (2006) werden ook inconsistenties in de GFP-expressie en -stabiliteit gerapporteerd. 

Hierbij werd aangetoond dat binnen één kolonie, afkomstig van een enkele cel, verschillende 

delen fluorescent waren en andere delen niet. Een definitief besluit voor het verlies van GFP-

expressie kan nog niet genomen worden zonder verder onderzoek.  

Veel invasiestudies hebben experimentele setups die gebruik maken van fluorescente 

proteïnen voor de opvolging van de invaders (De Roy et al., 2013; Yang et al., 2017), maar 

zelden worden hierop controles toegepast en de eventuele limitaties van de experimenten 

vermeld. De opvolging van het eventuele verlies van de GFP-expressie is noodzakelijk om de 

resultaten van invasiestudies correct te kunnen interpreteren. Een variërende GFP-expressie 

tijdens een experiment kan tot andere resultaten en dus ook verkeerde conclusies leiden. 

Twee voorbeelden in de literatuur waarbij controle op de GFP-expressie werd vermeld, is bij 

studies van Arana et al. (2003) en Chu & Lu (2008). Maar er wordt vaker niet dan wel 

gecontroleerd voor het eventueel verlies op GFP-expressie. Tevens zijn dit ook meer controles 

naast het experiment in plaats van controles in preliminaire experimenten.  

4.1.2 Alternatieven voor invasie op te volgen 

Het gfp gen dat afkomstig is van de kwal Aequorea Victoria codeert voor het groen fluorescent 

proteïne. Het is al door vele auteurs gerapporteerd dat het veel mogelijkheden heeft om het te 

gebruiken als biomarker voor het opvolgen of visualiseren van bacteriën in ecologische studies 

op een non-destructieve manier (Arana et al., 2003; Chu et al., 2008; Errampalli et al., 1999; 

Lowder et al., 2000). De fluorescentie van het gfp gen vereist geen substraten, met 

uitzondering van zuurstof, is niet soort specifiek en is goedkoop. Het enige wat het gfp gen 

vereist, is genexpressie van de gastheercel (Lowder et al., 2000). Alternatieven voor de 

opvolging van invasie, naast gfp gecombineerd met flow cytometrie, zijn bijvoorbeeld 

selectieve uitplating, qPCR en fluorescentie microscopie (Van Nevel et al., 2017).  

Indien selectieve uitplating wordt gekozen als alternatieve methode zou een medium moeten 

gekozen worden zodanig dat de invader op dergelijk medium kan groeien maar de microbiële 

gemeenschap niet. Hierbij zou gebruik gemaakt kunnen worden van een selectief antibiotica 

medium, bijvoorbeeld kanamycine of rifampicine aangezien V. campbellii LMG 21363 deze 

resistentie bevat. Hier moet wel rekening gehouden worden met het feit dat de kans bestaat 

dat bacteriën uit een microbiële gemeenschap antibioticaresistentie bezitten, door het 

overmatig gebruik ervan in de aquacultuur. Een ander selectief medium om Vibrio spp. te 

isoleren is het TCBS (Thiosulphate-citrate-bile salts-sucrose) agar medium (Di Pinto et al., 

2011). Hierbij moet men wel zeker zijn dat er geen andere Vibrio’s aanwezig zijn in de 

autochtone gemeenschap. Hiernaast is ook de validiteit van het TCBS-agar voor de isolatie 

van Vibrio’s niet waterdicht. TCBS agar is remmend voor veel Vibrio soorten die voorkomen in 
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het mariene milieu (Simidu & Tsukamoto, 1980). Tevens is het geen differentieel medium 

omdat Vibrio soorten zoals V. harveyi, die variabel zijn in het gebruik van sucrose, niet kunnen 

worden onderscheiden van andere sucrose-positieve of sucrose-negatieve soorten (Harris et 

al., 1996; Simidu et al., 1980). 

Een andere moeilijkheid dat selectieve uitplating met zicht meebrengt, is dat Vibrio’s gekend 

zijn om een VBNC (Viable but not culturable) staat te bereiken. In deze staat zijn de bacteriën 

levend en metabolisch actief, maar kunnen ze niet uitgroeien tot zichtbare kolonies op agar 

medium (Ayrapetyan & Oliver, 2016). De bacteriën kunnen wel nog steeds gevaarlijk zijn en 

ziektes veroorzaken in deze slapende staat (Du et al., 2007). Deze VBNC staat is een 

zelfbeschermingsmechanisme van micro-organismen als een reactie op omgevingsstress, 

zoals nutriëntentekort of een overlevingsstrategie wanneer ze in een nieuwe omgeving worden 

geïntroduceerd (Ramamurthy et al., 2014). De bacterie blijft in deze staat totdat de 

omgevingsomstandigheden terug gunstig worden voor groei en celdeling (Ayrapetyan et al., 

2016; Colwell, 2000). In een studie van Lowder et al. (2000) werd aangetoond dat VBNC cellen 

nog steeds GFP-expressie vertoonden over een periode van 6 maanden.  

Andere nadelen van selectieve uitplating zijn de hoge arbeids- en tijdintensiteit. Ook wordt 

maar een minieme fractie van het aantal bacteriën gekwantificeerd (< 1 % van alle bacteriën) 

ten opzichte van flow cytometrie wat kwantificatie van de totale bacteriële gemeenschap kan 

uitvoeren (Van Nevel et al., 2017).  

Een alternatief voor de conventioneel cultuur-gebaseerde methoden dat ook de VBNC 

pathogene Vibrio’s kan detecteren, is de moleculaire detectie methode qPCR (quantitative 

real-time PCR) (Ramamurthy et al., 2014). Het wordt gebruikt als een indirecte methode om 

de absolute bacteriële abundantie te meten door de abundantie van de 16S rRNA gen kopieën 

te meten in het geëxtraheerd DNA (Lopez-Roldan et al., 2013). Naast het 16S rRNA gen 

kunnen ook specifieke primers gekozen worden, zoals bijvoorbeeld bij een GFP-gelabelde 

bacterie, kan het gfp gen als target gebruikt worden om de bacteriestam te kwantificeren 

(Verthé et al., 2004). Om onderscheiding te maken tussen het DNA van levende en dode 

bacteriën worden intercalerende nucleïnezuren kleurstoffen, zoals ethidium monoazide (EMA) 

en propidium monoazide (PMA) gebruikt (Lv et al., 2016).  

De familie Vibrionaceae bestaat uit 159 soorten in 6 genera, waarvan het geslacht Vibrio het 

grootste en meest uitgebreid gekarakteriseerde is (Nishiguchi & Nair, 2003). Het gebruik van 

het 16S rRNA gen gebied voldoet niet om de verschillende Vibrio soorten van elkaar te 

onderscheiden vanwege de hoge overeenkomst van de 16S rRNA sequenties tussen de 

soorten (Sawabe et al., 2007). In het geval van invasiestudies in 

aquacultuurgemeenschappen, is het strikt noodzakelijk om over specifieke primers te 

beschikken, omdat de kans dat de autochtone gemeenschap ook Vibrio’s bevat reëel is 

(Alfiansah et al., 2018; Kokashvili et al., 2015; Möller et al., 2020). Er zijn reeds meerdere 

studies geweest die gen-sequenties proberen te identificeren dewelke een hogere resolutie 
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voor de identificatie en taxonomie van Vibrionaceae zouden moeten hebben (Gabriel et al., 

2014; Machado & Gram, 2015; Sawabe et al., 2007; Thompson et al., 2005; Thompson et al., 

2001). Maar, tot op heden is er nog geen enkel gen geïdentificeerd dat alle Vibrio soorten van 

elkaar kan onderscheiden.  

4.2 Invasie-experimenten na nutriëntenpulsen 

4.2.1 Invloed van de timing van invasie 

Het toedienen van voeding is een essentiële operationele praktijk in de aquacultuur. Er werd 

reeds aangetoond dat de beschikbaarheid van nutriënten één van de belangrijkste kenmerken 

is die de invasie van de gemeenschap bepaalt (Li & Stevens, 2012; Yang et al., 2017). Het 

invasiepotentieel van de invader V. campbellii in een microbiële gemeenschap werd 

gekwantificeerd na het toedienen van een nutriëntenpuls. Ook werd de invloed van de invader 

fysiologie nagegaan door naast een invasie met een stationaire invader, ook een invasie uit te 

voeren met een invader die actief groeide. 

De timing van invasie na een nutriëntenpuls had een grote invloed op het invasiepotentieel 

(Figuur 17). Voor elk van de verschillende invasietijdspunten is er steeds een ander patroon 

van de invader op te merken. Wanneer de invasie op hetzelfde tijdstip plaatsvindt als de 

nutriëntenpuls, is de maximale invader abundantie die bereikt wordt het hoogst en de verblijftijd 

van de invader (i.e. de periode waarbij de invader een hogere abundantie heeft dan de initiële 

invader abundantie) in de gemeenschap het langst. Indien de invasie op een later tijdstip na 

de nutriëntenpuls plaatsvindt, groeit de invader uit tot lagere maximale abundanties en verkort 

de verblijftijd van de invader. Dit kan verklaard worden doordat de beschikbaarheid van de 

nutriënten daalt naarmate de autochtone gemeenschap over de tijd de nutriënten gaat 

verbruiken. De hoeveelheid beschikbare nutriënten is op invasietijdspunt 1 het hoogst. De 

invader en de gemeenschap moeten concurreren voor de beschikbare nutriënten. De invader 

V. campbellii kan de aanwezige nutriënten snel verbruiken en stijgt hierdoor snel in abundantie. 

Dit gedrag van de opportunistische invader V. campbellii is typisch voor een r-strateeg. De r-

strategen kunnen nutriënten zeer snel exploiteren en snel in populatiegrootte stijgen indien de 

omstandigheden gunstig zijn (i.e. hoge nutriëntenbeschikbaarheid per cel, weinig concurrentie 

en frequente verstoringen in de omgeving) (De Schryver & Vadstein, 2014). Omgekeerd zal 

een meer stabiele omgeving met minder voedingsstoffen per cel een omgeving creëren voor 

langzaam groeiende bacteriën, de K-strategen genoemd (Defoirdt, 2016). Veel auteurs 

hebben het belang van nutriënttoediening op de invloed van invasie beschreven (Acosta et al., 

2015; Defoirdt, 2016; Eisenhauer et al., 2013; Li et al., 2012; Stocker, 2012). Het toevoegen 

van nutriënten aan een systeem verhoogt de microbiële draagkracht, waardoor er een 

niche/opening vrijkomt voor de pathogene invaders om in te groeien, waardoor de kans op 

invasie, infecties en ziektes verhoogt (De Schryver & Vadstein, 2014). De stijging van de 

invader abundantie door het verhogen van het aantal nutriënten is in lijn met meerdere studies 

(Davis et al., 2000; Kuebbing et al., 2013; Mallon et al., 2015). Mallon et al. (2015) toonde aan 

dat het verhogen van de nutriëntenbeschikbaarheid invasie kan bevoordelen door een 
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gerelaxeerde nutriëntencompetitie. Door de invader toe te voegen samen met een hoge 

nutriëntenbeschikbaarheid wordt de competitie tussen gemeenschap en invader verlaagd, 

waardoor de invader een opening krijgt om zich te vestigen. Dit wordt ook bevestigd door de 

fluctuerende nutriëntenhypothese, die stelt dat het invasiepotentieel toeneemt of afneemt 

naarmate de beschikbaarheid van de nutriënten toeneemt of afneemt (Davis et al., 2000). Ook 

de complexiteit en diversiteit van de nutriënten kunnen een rol spelen. Door de aanwezigheid 

van veel verschillende nutriënten, zijn er meerdere open niches en dus meerdere 

invasiemogelijkheden. 

Het invasiepotentieel van V. campbellii is bij de latere invasietijdspunten lager qua maximale 

invader abundantie en heeft een kortere verblijftijd in de gemeenschap. Dit is te verklaren 

doordat de nutriëntenbeschikbaarheid op deze latere tijdspunten is gedaald ten opzichte van 

het eerste invasietijdspunt. De gemeenschap kon reeds de nutriënten gaan verbruiken 

waardoor er minder aanwezig waren voor de invader. Een interessante controle die uitgevoerd 

kon worden bij dit experiment was de kwantificatie van het aantal nutriënten dat verbruikt werd 

bij elke tijdspunt. Het verloop van de effectieve nutriëntenconcentratie over het invasie-

experiment zou de hypothese kunnen versterken. Hiernaast kan de aanpassingstijd (i.e. lag 

fase) van de invader aan de nieuwe omgeving en de aanwezige nutriënten ook een invloed 

hebben. Wanneer de invader in de gemeenschap terechtkomt, zal deze zich aanpassen aan 

het nutriëntenrijk milieu. Tijdens deze aanpassingstijd is de invader reeds aanwezig in de 

gemeenschap, maar tijdelijk minder fit. Bij de latere invasietijdspunten zijn reeds meer 

nutriënten verbruikt. Bij invasietijdspunten 2 en 3 kan de invader nog uitgroeien in de 

gemeenschap, hoewel de abundantie en verblijftijd lager liggen dan bij invasietijdspunt 1. Bij 

invasietijdspunt 4 groeit de invader abundantie niet hoger dan de initiële inoculatie abundantie. 

Deze bevinding wordt ook bevestigd door studies van Li et al. (2012) en Yang et al. (2017) 

waarbij de autochtone gemeenschap reeds nutriënten kon verbruiken, waardoor de 

gedestabiliseerde omgeving terug deels wordt gestabiliseerd, wat de r-strategen een minder 

groot voordeel geeft. De timing van invasie heeft dus een grote impact op het invasiepotentieel 

van de autochtone gemeenschap. Deze stelling komt overeen met de bevindingen uit de 

studies van Jones et al. (2017) en Li et al. (2012) waarbij het invasiesucces daalde in functie 

van de tijd, door de groei en het verbruik van nutriënten van de autochtone gemeenschap.  

De invader V. campbellii is tevens ook zeer goed in het verbruiken van de nutriënten in het LB-

medium (Figuur 21) en zelfs beter dan de autochtone gemeenschap. Maar wanneer er 

competitie heerst tussen de gemeenschap en de invader, is duidelijk op te merken dat de 

invader het moeilijk heeft om uit te groeien, aangezien hij slechts uitgroeit tot enkele 

percentages ten opzichte van de gemeenschap (Figuur 20). In een studie van Van Nevel et al. 

(2013) werd een gelijkaardige observatie bekomen. Hierbij overleefde de model-invader 

Pseudomonas putida twaalf dagen in drinkwater, na toevoeging van koolstof, stikstof en fosfor. 

In oppervlaktewater met gelijkaardige nutriëntenconcentraties overleefde P. putida niet, wat 

het belang van de competitie van de autochtone microbiële gemeenschap aantoont. Het 

antagonistisch effect van de autochtone microbiële gemeenschap op de overleving en groei 
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van de invader is door vele auteurs reeds beschreven (Eisenhauer et al., 2013; Fargione et 

al., 2005; Kennedy et al., 2002; Mallon et al., 2015; Naeem et al., 2000; Van Nevel et al., 2013). 

De hypothese hiervoor zou zijn dat de autochtone gemeenschap enerzijds inhiberende 

componenten zou produceren in het water (Van Nevel et al., 2013). Anderzijds is het de niche-

bezetting van koolstofbronnen of andere nutriëntenbronnen door de autochtone gemeenschap 

(De Roy et al., 2013). 

4.2.2 Invloed van de invader fysiologie 

De invloed van de invader fysiologie werd onderzocht door een invader, die op hetzelfde 

moment een nutriëntenpuls verkreeg als de gemeenschap, te vergelijken met een andere 

invader die in stationaire fase was. Hieruit kon geconcludeerd worden dat de initiële invader 

fysiologie een grote invloed heeft op het invasiepotentieel van V. campbellii. De twee 

verschillende invaders vertonen een groot verschil in absolute en relatieve invader abundantie 

en dit voornamelijk bij invasietijdspunt 2 (Figuur 18 en Figuur 20). De invader met 

nutriëntenpuls groeit uit tot hogere abundanties en heeft ook een langere verblijftijd in de 

gemeenschap dan de stationaire invader. Dit is te verklaren doordat de invader met 

nutriëntenpuls zich reeds kon aanpassen aan de nutriënten en meer belangrijk reeds de 

nutriënten kon verbruiken, waardoor de lag fase verkort werd en de invader sneller kon 

uitgroeien tot hogere abundanties. Het inhiberende effect van de gemeenschap wordt zo deels 

omzeild. Het gedrag van de invader met nutriëntenpuls is opnieuw het typische gedrag voor 

een r-strateeg, waarbij de invader zeer snel in populatiegrootte stijgt. Dit wordt aangetoond in 

de resultaten van de absolute en relatieve invader abundanties (Figuur 18 en Figuur 20). De 

relatieve invader abundantie is net na invasie het hoogst, terwijl bij de absolute abundanties 

de celdensiteiten meestal op zowel het eerste als tweede tijdspunt na de invasie gelijkaardig 

zijn. Dit toont aan dat V. campbellii in het begin zeer snel groeit tot hogere abundanties in 

vergelijking met het gemiddeld gemeenschapslid, maar dat verder in de tijd de gemeenschap 

sterker uitgroeit.  

Ook voor de invader met nutriëntenpuls is de timing van de invasie van groot belang. Hoe 

langer de gemeenschap de nutriënten kan verbruiken zonder de aanwezigheid van de invader, 

hoe meer resistent de gemeenschap is tegen invasie. Dit heeft dezelfde verklaring als 

hierboven; bij invasietijdspunt 2 zijn nog niet alle nutriënten verbruikt waardoor er een open 

niche aanwezig is voor de invader. Bij de latere invasietijdspunten daalt de mogelijkheid voor 

de invader om te groeien in de gemeenschap.  

Vibrio’s kunnen een speciale fysiologische staat bereiken, namelijk de VBNC staat, als reactie 

op omgevingsstress of als overlevingsstrategie. In deze staat zijn ze wel nog metabolisch 

actief, maar niet kweekbaar op agar medium. Indien de omgevingsomstandigheden terug 

voordelig worden voor de bacterie kan het terugkeren naar een kweekbare staat. Sommige 

bacteriesoorten verliezen hun virulentie wanneer ze de VBNC staat bereiken of terugkeren 

naar kweekbare staat (Baffone et al., 2003; Cappelier et al., 2005; Lindbäck et al., 2010), terwijl 
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andere dit behouden of terug kunnen herstellen wanneer ze terugkeren naar een kweekbare 

staat (Cappelier et al., 2005; Du et al., 2007; L. Li et al., 2014; Oliver, 1995). Tevens kunnen 

niet alle VBNC cellen herstellen naar een kweekbare staat (Rowan, 2004). Het 

invasiepotentieel zal dus waarschijnlijk verschillen wanneer een bacterie in VBNC staat een 

microbiële gemeenschap binnenkomt in vergelijking met wanneer hij in kweekbare staat 

binnenkomt.  

Uit de resultaten blijkt dat de fysiologie van de invader zeer belangrijk is voor het 

invasiepotentieel en in rekening moet gebracht worden in de aquacultuur. In 

aquacultuursystemen worden de gecultiveerde organismen gevoed met levende en/of droge 

voeding of een combinatie van beiden. Levende voeding kan bestaan uit bijvoorbeeld Artemia, 

rotiferen en meerdere soorten microalgen (Wikfors, 2004). In studies van Akbary et al. (2010), 

Crooks (2013) en Mahmoudzadeh et al. (2009) werd aangetoond dat het type voeding (i.e. 

levende, droge of gemengde voeding) een invloed heeft op de groei en overleving van 

gecultiveerde aquacultuurorganismen. Indien dit in acht wordt genomen, kan aan de hand van 

de resultaten van het experiment een hypothese opgesteld worden. Er kan gehypothetiseerd 

worden dat de fysiologie van de Vibrio zal verschillen wanneer hij via droge voeding of levende 

voeding binnenkomt in de gemeenschap. Hieropvolgend zal het ook een invloed hebben op 

het invasiepotentieel van de invader en de kans op uitbraak van infecties en ziektes. 

Aangezien veel ecosystemen wereldwijd gebruik maken van een hoge nutriëntentoevoer zijn 

deze ecosystemen potentieel kwetsbaarder en vatbaarder voor invasie (Li et al., 2012). 

4.2.3 Invloed van herhaaldelijke nutriëntenpulsen op het invasiepotentieel 

In aquacultuurbedrijven worden gecultiveerde organismen meerdere malen per dag gevoed. 

Om de invloed van dergelijke herhaaldelijke nutriëntenpulsen te kwantificeren werd nagegaan 

of een gemeenschap die reeds meerdere nutriëntenpulsen gekregen heeft voor het invasie-

event, meer of minder weerbaar is in vergelijking met een autochtone gemeenschap die nog 

geen nutriëntenpuls gekregen heeft voor de invasie.  

Het aantal nutriëntenpulsen voor invasie heeft duidelijk een invloed op de absolute 

gemeenschap abundantie, de absolute invader abundantie en de relatieve invader abundantie 

(Figuur 22 en Figuur 23). Hoe meer nutriëntenpulsen er toegediend werden, hoe hoger de 

abundantie van de gemeenschap was. Bij de absolute invader abundantie heeft het aantal 

nutriëntenpulsen een negatieve invloed op het invasiepotentieel van V. campbellii. Hoe meer 

nutriëntenpulsen er toegevoegd worden voor invasie, hoe lager de maximale invader 

abundantie. De groeisnelheid waarmee de invader zijn abundantie bereikt, daalt in correlatie 

met het aantal nutriëntenpulsen voor invasie (Extra figuur 12). De relatieve invader abundantie 

bij het laatste tijdspunt bij conditie A heeft nog steeds een hogere invader abundantie dan bij 

de andere condities. Dit toont aan dat het aantal nutriëntenpulsen voor invasie niet alleen 

invloed heeft op de maximale invader abundantie, maar ook op het uiteindelijke aandeel dat 

de invader in de autochtone gemeenschap zal hebben. Een verklaring waarom meerdere 
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nutriëntenpulsen een negatieve invloed hebben op het invasiepotentieel is doordat de 

autochtone gemeenschap zich volop kan voeden met de aanwezige nutriënten. Hoe meer 

nutriënten er worden toegevoegd, hoe hoger de gemeenschap abundantie. Hoe hoger deze 

gemeenschap abundantie was voor de invasie, hoe trager de groeisnelheid van de invader en 

hoe lager zijn maximale invader abundantie.  

In dit experiment werd de gemeenschap meer resistent tegen invasie na het verkrijgen van 

meerdere nutriëntenpulsen. In de praktijk zou er beter geopteerd worden voor een continu 

voedingsregime van laaggeconcentreerde voeding in plaats van voedingspulsen met hoge 

nutriëntenconcentraties. De reden hiervoor is dat een continu en traag voedingsregime grote 

fluctuaties van nutriëntenconcentraties vermijdt, zodat het een omgeving creëert die K-

strategen (i.e. organismen die gedijen in een stabiele omgeving met een lage concentratie aan 

nutriënten per cel) bevoordeelt. De bacteriën in de microbiële gemeenschap houden de 

nutriëntenconcentraties laag door consumptie, zodat de mogelijkheden voor opportunistische 

r-strategen om het systeem te invaderen, worden geminimaliseerd (Defoirdt, 2016). De 

effectiviteit van deze mature microbiële gemeenschappen, die bestaan uit K-strategen, is 

reeds aangetoond in meerdere studies (Attramadal et al., 2014; Salvesen et al., 1999; Skjermo 

et al., 1997). Hiernaast zijn er nog aspecten waarmee rekening moet gehouden worden, zoals 

spatiale organisatie. Nutriënten zijn niet homogeen verdeeld in aquacultuursystemen, maar 

kunnen voorkomen als hotspots met hoge nutriëntenconcentraties. Door middel van de 

metabole flexibiliteit en motiliteit van r-strategen om deze hotspots te exploiteren hebben ze 

een open niche voor invasie (Ayo et al., 2001; Defoirdt, 2016; Stocker, 2012).  

4.2.4 Invloed van herhaaldelijke nutriëntenpulsen op de verblijftijd van V. 
campbellii in de microbiële gemeenschap 

Met dit experiment werd nagegaan of een herhaaldelijke nutriëntenpuls ervoor kon zorgen dat 

de invader V. campbellii LMG 21363 na invasie langer in de microbiële gemeenschap zou 

blijven.  

De conditie E die na invasie nog meerdere nutriëntenpulsen verkreeg, bereikte een hogere 

maximale gemeenschap en invader abundantie, maar een lagere relatieve invader abundantie 

dan conditie A (Figuur 24 en Figuur 25). De invloed van het herhaaldelijk toevoegen van 

nutriëntenpulsen op de verblijftijd van V. campbellii is moeilijk te concluderen, omdat het 

experiment hiervoor niet lang genoeg duurde. Een hypothese voor het verdere verloop is dat 

de invader bij conditie A, door zijn lagere absolute abundantie, sneller uit de gemeenschap 

zou verdwijnen. Ook zorgen nutriëntenpulsen met hoog geconcentreerde dosissen voor de 

selectie van r-strategen (Attramadal et al., 2014), waardoor de invader langer kan verblijven in 

de gemeenschap bij conditie E. Maar aan de hand van de relatieve invader abundantie kan er 

ook een andere hypothese opgesteld worden. De invader bij conditie E heeft op het einde van 

het experiment de laagste relatieve abundantie. Ook is bij conditie E de gemeenschap tot veel 

hogere abundanties uitgegroeid, waardoor de competitie tussen de gemeenschap en de 

invader groter zou zijn en de invader bij deze conditie dus eerst uit de gemeenschap zou 
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verdwijnen. De totale duur van het experiment zou verlengd moeten worden om een eenduidig 

besluit te kunnen vormen.  

4.3 Toekomst perspectieven 

Er zijn verschillende interessante experimenten, die reeds zijn aangehaald in de preambule (§ 

Effect van de coronacrisis op mijn masterthesis), die op dit onderzoek kunnen volgen. Een 

voorbeeld hiervan is een experiment waarbij de halfwaardetijd van het GFP-eiwit wordt 

bepaald, om meer inzicht te krijgen in het verlies van GFP-expressie. Een tweede experiment 

dat de invloed van voeding verder zal onderzoeken, is de bepaling van het belang van spatiale 

organisatie van nutriënten op het invasiepotentieel van een invader.  

Een daaropvolgend experiment dat veel informatie kan verschaffen over zowel het 

nutriëntenverbruik, als de interacties binnen een microbiële gemeenschap en met de invader, 

is de bepaling van soortrijkheid en -gelijkheid. Hierover is reeds veel gerapporteerd in de 

literatuur.  

Naast het toedienen van voeding in aquacultuursystemen, is de desinfectie van het inlaatwater 

ook een frequente behandeling in de aquacultuur. De bepaling van de invloed van desinfectie 

op het invasiepotentieel van een invader zou ook een interessant experiment zijn.  

Een laatste experiment dat op dit onderzoek kan volgen, is de bepaling van de invloed van het 

toevoegen van continu laaggeconcentreerde voeding ten opzichte van hoog geconcentreerde 

voedingspulsen op de r/K selectie in een microbiële gemeenschap. 
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5 Besluit 

Gebaseerd op de resultaten in deze masterthesis kunnen enkele besluiten genomen worden. 

Op basis van de GFP-betrouwbaarheidstesten kan er besloten worden dat het model-invader 

systeem niet 100 % betrouwbaar is. Verlies van GFP-expressie was op te merken in functie 

van de tijd, over de groeicurve van V. campbellii, alsook in relatie met een gemengde 

microbiële gemeenschap. Niet alleen in deze masterthesis, maar in alle studies die werken 

met fluorescerende proteïnen is het dan ook belangrijk dat preliminaire testen en controles op 

het verlies van GFP-expressie worden ingevoerd. 

Meerdere factoren blijken het invasiepotentieel van de invader te beïnvloeden. Ten eerste 

heeft de timing van invasie na een nutriëntenpuls een grote invloed op het invasiepotentieel 

van een typische r-strateeg zoals V. campbellii. Hoe eerder de invader wordt toegevoegd na 

het toedienen van de nutriëntenpuls, hoe hoger de mogelijkheid voor de invader om nutriënten 

te verbruiken en bijgevolg hoe hoger het invasiepotentieel. Hiernaast werd de invloed van de 

initiële invader fysiologie nagegaan. Hieruit kan besloten worden dat ook dit een grote invloed 

heeft op het invasiepotentieel van de invader. Indien de invader op het moment van invasie 

actief groeide, werd zijn kans om de autochtone gemeenschap te invaderen vergroot.  

Een volgende doelstelling was om de invloed van het toedienen van herhaaldelijke 

nutriëntenpulsen, zoals ook in de praktijk gebeurt, op het invasiepotentieel te kwantificeren. 

De conclusie uit dit experiment was dat het toevoegen van herhaaldelijke nutriëntenpulsen 

voor invasie, het invasiepotentieel negatief beïnvloedde. Hoe langer de autochtone 

gemeenschap de nutriënten kon verbruiken zonder de aanwezigheid van de invader, hoe 

resistenter deze gemeenschap werd tegen invasie. Als laatste werd nagegaan of de verblijftijd 

van de invader in de gemeenschap verlengd kon worden door toevoeging van herhaaldelijke 

nutriëntenpulsen. De tijdsduur van het experiment was niet lang genoeg om hierover een 

definitief besluit te kunnen nemen. 

Dit onderzoek kan in de toekomst dienen als uitganspunt om de eigenschappen die invasie 

kunnen beïnvloeden verder te onderzoeken.  
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7 Bijlagen 

7.1 Experiment 1: Validatie van het modelsysteem 

7.1.1 GFP-betrouwbaarheid over de tijd 

 

Extra figuur 1: De celdensiteiten (A) en het percentage intacte cellen (B) in functie van de tijd, in de aan- en 
afwezigheid van kanamycine, onder de verschillende nutriëntencondities. Er waren biologische replicaten voor elke 
conditie (n = 3). De lijnen in panneel A geven de gemiddelde densiteiten van de replicaten aan. 
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7.1.2 GFP-betrouwbaarheid over de groeicurve van V. campbellii LMG 21363 

 

Extra figuur 2: Groeicurven van V. campbellii in de drie verschillende media en in de aan- en afwezigheid van 
kanamycine, in het experiment waarbij de GFP-betrouwbaarheid werd opgevolgd over de tijd. De verticale lijn geeft 
aan wanneer alle culturen in stationaire fase terechtkwamen (t = 11.5h). Er waren biologische replicaten voor elke 
conditie (n = 9). 
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Extra figuur 3: Het percentage intacte cellen in de drie verschillende media en in de aan- en afwezigheid van 
kanamycine over de groeicurve van V. campbellii. Er waren biologische replicaten voor elke conditie (n = 3). 
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7.1.3 GFP-betrouwbaarheid wanneer V. campbellii LMG 21363 interageert met 
een gemende gemeenschap  

 

Extra figuur 4: Het percentage intacte cellen in functie van de tijd en onderverdeeld over de verschillende geteste 
condities. Er waren biologische duplicaten voor elke conditie (n = 2). 

 

Extra figuur 5: De totale celdensiteiten in functie van de tijd en onderverdeeld over de verschillende geteste 
condities. Er waren biologische duplicaten voor elke conditie (n = 2). 
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7.2 Experiment 2: Invasie na nutriëntenpulsen 

 

Extra figuur 6: Absolute invader abundantie van de stationaire invader en de invader met nutriëntenpuls over de tijd 
(met verschillende y-assen per paneel) bij vier verschillende invasietijdspunten (t1 = 0h, t2 = 3h, t3 = 8h, t4 = 12h 
na de initiële nutriëntenpuls). Er waren technische (n = 3) en biologische (n = 3) replicaten per conditie. De rode 
pijlen duiden de timing van invasie aan. 

Controle van de eventuele invloed door toevoeging van de invader met nutriëntenpuls 

Gemiddeld werd voor een invasie 40 µL V. campbellii cultuur toegevoegd aan een 

gemeenschap van 2 mL om een invasie uit te voeren waarbij de celdensiteit van de invader 

106 cellen/mL bedroeg. Om na te gaan of toevoeging van de invader met nutriëntenpuls (of de 

stationaire invader) niet resulteerde in een extra nutriëntenpuls naast zijn invasie, werd het 

percentage van nutriëntentoevoeging door het toevoegen van de invaders berekend. De 

stationaire invader zorgde voor een nutriëntentoevoeging van 0.2 % en de invader met 

nutriëntenpuls zorgde voor een nutriëntentoevoeging van 1.2 %. Er kan besloten worden dat 

de toevoeging van een invader cultuur geen invloed had op de totale nutriëntenhoeveelheid.  

 

 

 



 

68 

 

Preliminaire groeicurven  

 

Extra figuur 7: De preliminaire groeicurven van de gemengde gemeenschap (opgegroeid door 10-maal te 
verdunnen in LB/100 + 35 g/L IO) na toevoegen van een nutriëntenpuls van 0.01 x LB, 0.05 x LB of 0.10 x LB. Er 
waren drie technische replicaten per conditie (n = 3). 
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Extra figuur 8: De preliminaire groeicurven van de initiële groei van de gemengde gemeenschappen na 10-maal te 
verdunnen in LB/100 + 35 g/L medium. Er waren technische (n = 3) en biologische (n = 3) replicaten per conditie. 
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7.3 Experiment 3: Invasie na herhaaldelijke nutriëntenpulsen 

Preliminaire test 

Een preliminaire test werd uitgevoerd om na te gaan welke combinatie van 

nutriëntenconcentratie voor de nutriëntenpuls en welke timing voor de nutriëntentoevoeging 

de meest optimale en constante resultaten vertoonde. De twee timings die gekozen werden 

om de nutriënten toe te dienen, waren om de 3 uur en om de 6 uur. De drie gekozen 

nutriëntenconcentraties waren 0.25 mg/mL LB, 0.5 mg/mL LB en 1.0 mg/mL LB. De 

gecombineerde condities werden getest in een gemeenschap en in dezelfde gemeenschap 

die geïnvadeerd was met V. campbellii. De gemeenschap en de V. campbellii cultuur werden 

op dezelfde manier voorbereid als in: 2.2.2 Experiment 2: Invasie na nutriëntenpulsen en het 

belang van invader fysiologie. 

De verschillende condities werden voorbereid in 24-well platen (2 mL per well) in biologische 

triplicaten per conditie. De replicaten werden gerandomiseerd over de platen om plaat-effecten 

in de resultaten te vermijden. Voor elke invasie en nutriëntenpuls werden stalen genomen en 

geanalyseerd via flow cytometrie waarbij het totaal aantal cellen en het aantal GFP-positieve 

cellen werden bepaald. De celdensiteit van de V. campbellii cultuur werd voor de initiële invasie 

bepaald door flow cytometrie en de hoeveelheid volume die nodig was om een invasie van 106 

cellen/mL uit te voeren, werd bepaald. 

Tussen elk tijdspunt werden de platen bewaard in een 28°C incubator met shaking (60 rpm) 

om de nutriënten zo homogeen mogelijk te verdelen.  

In parallel werd als controle de optische dichtheid (OD) bij 600 nm gemeten met behulp van 

een Tecan Infinite® M200 PRO multiwell-plaatlezer (Tecan Trading AG, Zwitserland) met 

tijdsintervallen van 5 minuten over een totale periode van 24 uur. De temperatuur werd 

ingesteld op 28°C. 
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Resultaten 

 

Extra figuur 9: De absolute gemeenschap abundantie onderverdeeld in de drie geteste nutriëntenconcentraties van 
de nutriëntenpulsen en de twee geteste nutriënt timings in functie van de tijd. Er waren biologische duplicaten voor 
elke conditie (n = 2). 
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Extra figuur 10: De absolute invader abundantie onderverdeeld in de drie geteste nutriëntenconcentraties van de 
nutriëntenpulsen en de twee geteste nutriënt timings in functie van de tijd. Er waren biologische duplicaten voor 
elke conditie (n = 2). 
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Extra figuur 11: De groeicurven van V. campbellii onderverdeeld in de drie geteste nutriëntenconcentraties van de 
nutriëntenpulsen en de twee geteste nutriënt timings in functie van de tijd. Er waren technische (n = 2) en 
biologische (n = 3) replicaten per conditie. 

Experiment: Invasie na herhaaldelijke nutriëntenpulsen 

 

Extra figuur 12: De berekende gemiddelde groeisnelheden van V. campbellii over de verschillende condities. 
Conditie A: invasie op 0h en nutriëntenpuls op 0h; Conditie B: invasie op 3h en nutriëntenpulsen op 0h en 3h; 
Conditie C: invasie op 6h en nutriëntenpulsen op 0h, 3h en 6h; Conditie D: invasie op 9h en nutriëntenpulsen op 
0h, 3h, 6h en 9h; Conditie E: invasie op 0h en nutriëntenpulsen op 0h, 3h, 6h en 9h. Er waren biologische replicaten  
per conditie (n = 3). 


